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[摘要] 目的 选择miR-21介导Wnt信号通路诱导胰腺癌细胞凋亡的机制研究。方法 选择人胰腺腺癌细胞株

ASPC-1，分为As组（正常ASPC-1细胞）、Ay组（ASPC-1细胞转染+miR-21-inhibitions）、Nc组（ASPC-1细胞转染+

miR-21-阴性对照）。RT-PCR法检测Wnt1、β-catenin水平变化，Westernblot法检测Wnt1、β-catenin蛋白，Transwell

法、MTT法检测ASPC-1细胞的迁移、活力变化，流式细胞仪检测ASPC-1细胞凋亡率。结果 三组miR-21、Wnt1、

β-catenin水平、Wnt1蛋白、β-catenin蛋白、ASPC-1细胞凋亡率比较，差异均有统计学意义（F分别=55.47、14.30、

123.60、3.54、5.85、30.27，P均＜0.05）。与As组、Nc组比较，Ay组miR-21、Wnt1、β-catenin水平、Wnt1蛋白、ASPC-1

细胞凋亡率有明显下降，β-catenin蛋白明显上升（P均＜0.05），ASPC-1细胞迁移能力明显下降。培养 24 h、48 h、

72 h时，三组间ASPC-1细胞活力比较，差异均有统计学意义（F分别=9.62、24.47、126.10，P均＜0.05）。两两比较，

培养 24 h、48 h、72 h时，Ay组细胞活力均低于As组、Nc组（P均＜0.05）。结论 miR-21低表达能明显抑制胰腺癌

细胞增殖，其作用机制可能通过抑制Wnt/β-catenin信号通路活性来实现。
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[Abstract] Objective To study the mechanism of miR-21 mediated Wnt signaling to induce apoptosis of pancreatic

cancer cells. Methods Human pancreatic adenocarcinoma cell line ASPC-1 was selected and divided into As group

（normal ASPC-1 cells），Ay group（ASPC-1 cell transfection + Mir-21 -inhibitions），and Nc group（ASPC-1 cell trans-

fection + Mir-21 - negative control）.The levels of Wnt1 and β-catenin were detected by RT-PCR，the proteins of Wnt1

and β-catenin were detected by Westernblot，the migration and viability of ASPC-1 cells were detected by Transwell and

MTT，and the apoptosis rate of ASPC-1 cells was detected by flow cytometry. Results The miR-21，Wnt1，β-catenin

levels，Wnt1 protein，β-catenin protein，the apoptosis rate of ASPC-1 cells among three groups were significantly different

（F=55.47，14.30，123.60，3.54，5.85，30.27，P＜0.05）. Compared with As group and Nc group，the miR-21，Wnt1，β-

catenin levels，Wnt1 protein，the apoptosis rate of ASPC-1 cells in Ay group were decreased significantly（P＜0.05）as

well as the migration ability of ASPC-1 cells，while the β-catenin protein increased obviously.At 24h，48h and 72h，the

viability of ASPC-1 cells among the three groups was significantly different（F=9.62，24.47，126.10，P＜0.05）.The cell vi-

ability of Ay group was lower than that of As group and Nc group at 24h，48 h and 72h（P＜0.05）. Conclusion The

low expression of miR-21 can significantly inhibit the proliferation of pancreatic cancer cells，which may be achieved by

inhibiting the activity of Wnt/β-catenin signaling pathway.
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胰腺癌是一种死亡率较高、患癌初期特征不明

显、预后较差的恶性肿瘤。据 2018年全球癌症统计

报告显示，胰腺癌的发病率和死亡率分别位居全球
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常见癌症发病率和死亡率的第 11位和第 7位。患

者的 5年生存率在所有癌症中最低，仅为 9%，1 年

生存率仅为 24%，且胰腺癌患病率呈增长状态，患

病年龄呈年轻化趋势[1]。近年来，研究证实胰腺癌

进展过程中多个信号通路均有参与，而 Wnt 信号

通路在胰腺癌细胞增殖、分化、凋亡、免疫等过程

中扮演重要角色[2]。β-catenin 广泛存在于机体细

胞中，作为 Wnt 通路较为重要的转导因子被发现，

属于多功能胞质蛋白的一种。Wnt /Wnt1、β -
catenin 蛋白可影响组织细胞功能，在癌细胞增殖、

转移过程中扮演重要角色[3]。microRNA 的生物学

特性极为广泛，还有一定的内因性调节功能，对人

体一半的蛋白基因都有调节作用，对 mRNA 的分

解有一定的促进作用，同时还能对目标基因的

mRNA转录进行阻碍。miR-21是目前临床上研究

的致癌基因之一[4]。众多癌细胞中都存在 miR-21
的异常表达，如：肝癌、结直肠癌、胃癌、乳腺癌等，

miR-21 表达增加促进了肿瘤的增生、浸润、转

移[5]。根据病因和目标疗法的研究基础，miR-21和

Wnt信号已被纳入胰腺癌的治疗中，但其作用机制

尚不明确[6]。因此，本次研究通过对 miR-21 介导

Wnt信道通路的机制进行研究，分析其对胰腺癌细

胞凋亡的影响。

1 材料与方法

1.1 实验材料 本次研究于 2021年 3 月进行。人

胰腺腺癌细胞株 ASPC-1（由上海肃攀公司生产）来

源于人胰腺癌患者腹水中的细胞，在M-NSG小鼠皮

下接种后，能正常成瘤。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 取出 ASPC-1 细胞，接种细胞为

圆形，悬浮 1 d后逐渐贴壁，2 d时细胞完全贴壁，贴

壁细胞呈梭形或多边形，等到细胞生长至 80%～

90%时对细胞进行传代培养。用 0.25%的胰酶对细

胞进行消化传代，用吸管轻轻吹打，把细胞制成悬

液后移到培养瓶中，对细胞继续进行培养，收集第 5
代细胞进行试验。将收集的细胞制成1×105/ml的液

体，将细胞悬液放置 16孔板中，当细胞生长至 60%
～80%时取出细胞进行后续实验。

1.2.2 细胞转染和分组 收集生长至60%～80%的

ASPC-1细胞，将细胞放置培养皿中进行转染，转染

过程均按照 Lipofectamine 2 000 说明书操作进行，

将细胞分为三组：As组、Ay组和Nc组。As组为正

常 ASPC-1 细胞，Ay 组为 ASPC-1 细胞转染+miR-

21-inhibitions 细胞，Nc 组为 ASPC-1 细胞转染+
miR-21-阴性对照细胞，转染细胞 4 h后，将细胞上

清液去除，更换培养基后对细胞继续培养 48 h。其

中miR-21-inhibitions细胞、miR-21-阴性对照细胞

由上海吉玛公司生产。

1.2.3 RT-PCR 检测 Wnt1、β - catenin 水平变化

ASPC-1细胞总RNA采用Trizol法来提取，根据逆转

试剂盒（由武汉塞维尔公司生产）将总RNA提取反

转录成 cDNA，按说明书进行实验，用 DNA 荧光染

料 SYBR GreenⅠ对 miR-21、Wnt1、β-catenin 表达

水平进行检测，内参采用 U6，60°C 10 min，95 ℃、

72°C各 30 s，95 ℃ 5 min，循环次数以40次为准，实

验次数至少 3 次，用相对定量 2-ΔΔCT 计算 miR-21、
Wnt1、β-catenin水平。引物序列见表1。

表1 引物序列

引物

miR-21

Wnt1

β-action

U6

正向

反向

正向

反向

正向

反向

正向

反向

序列

5'-TAGCTTATCAGACTGATG-3'

5'-ACATCGAGTGTAGCATA-3'

5'-TGCCTCTCTTCTTCCCCTTT-3'

5'-CCCTGTAACCTCCTGCTTCA-3'

5'-TCTTGGCCATCCTTCTGTGT-3'

5'-GGGCTTTTATGTGGGTTCTG-3'

5’-CTCGCTTCGGCAGCACA-3’

5’-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3’

1.2.4 Westernblot 法检测 Wnt1、β-catenin 蛋白表

达 取出 100 μg 的胰蛋白酶提取液，将其加入到

6孔板中，将 2 ml的培养基再次注入培养板中，把转

染后的细胞移到EP管中后和胰蛋白酶提取液混合，

放入冰箱中冷冻，10 min后细胞裂变成为E溶液；在

EP管中再次加入2 ml的胰蛋白酶提取液，让细胞裂

变为 F溶液，将 E溶液和 F溶液充分混匀后制成工

作液，放置 37 ℃的环境中静止 20 min，待细胞冷却

后计算Wnt1、β-catenin蛋白浓度。

1.2.5 流式细胞仪检测ASPC-1细胞凋亡程度 将

ASPC-1细胞注入 6孔培养板中，1 d后将少量的胰

蛋白酶加入到培养板进行消化，4 h 后将细胞置

于-20 ℃甲醛溶液中冷藏，1 d 后将细胞离心去除

上清液，用磷酸盐缓冲液对细胞进行多次冲洗，用

5 μl 标记 lFITC 的 AnnexinⅤ与 5 μl PI 染色混匀，

采用流式细胞仪分析ASPC-1细胞凋亡程度。

1.2.6 Transwell 检测ASPC-1细胞迁移能力 饥饿

处理三组细胞 12 h 后，将 DMSO 溶液加入细胞中，
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24 h后离心，重悬细胞成为 5×105 /ml的细胞悬液，

在细胞悬液中注入 Transwell 小室后在培养基中继

续培养 12 h，培养结束后可上室，拭去未迁移细胞，

用甲醛固定细胞 8 min，用结晶紫对细胞进行染色，

用显微镜对细胞进行观察。

1.2.7 MTT检测ASPC-1细胞活力 ASPC-1细胞离

心，5 min后将细胞接种于 96孔板中培养，每孔注入

细胞溶液 200 μl，保持环境为 37°C，CO2浓度为 5%，

培养 24 h 后将 MTT 溶液加入细胞中，3 h 后和

DMSO溶液混匀，酶标仪测定光密度。

1.3 统计学方法 用 SPSS 19.0 软件进行数据处

理。计量资料结果用均值±标准差（x±s）表示，多

组比较采用单因素方差分析，组间两两比较采用

Bonferroni 校 正 法 。 设 P＜0.05 差 异 有 统 计 学

意义。

2 结果

2.1 RT-PCR 检测三组细胞 miR-21、Wnt1、β -
catenin水平变化见表2

表2 三组细胞miR-21、Wnt1、β-catenin水平变化

组别

As组

Nc组

Ay组

miR-21

1.23±0.23

1.24±0.18

0.50±0.11*#

Wnt1

1.60±0.51

1.58±0.47

0.72±0.22*#

β-catenin
1.35±0.12

1.34±0.09

0.73±0.09*#

注：*：与As组比较，P＜0.05；# ：与Nc组比较，P＜0.05。
由表 2 可见，三组 miR-21、Wnt1、β-catenin 水

平比较，差异均有统计学意义（F分别=55.47、14.30、
123.60，P均＜0.05）。进一步两两比较，As组、Nc 组

miR-21、Wnt1、β-catenin 水平比较，差异无统计学

意义（P 均＞0.05），与 As 组、Nc 组比较，Ay 组

miR-21、Wnt1、β-catenin 水平有明显下降（P均＜

0.05）。
2.2 Westernblot 法检测 Wnt1、β-catenin 蛋白表达

见表3
表3 三组Wnt1、β-catenin蛋白表达情况

组别

As组

Nc组

Ay组

Wnt1

0.52±0.31

0.55±0.29

0.41±0.27*#

β-catenin
0.46±0.23

0.47±0.22

0.72±0.10*#

注：*：与As组比较，P＜0.05；#：与Nc组比较，P＜0.05。
由表 3可见，三组Wnt1、β-catenin蛋白表达比

较，差异均有统计学意义（F分别=3.54、5.85，P均＜

0.05）。两两比较，As组、Nc组Wnt1、β-catenin蛋白

表达比较，差异无统计学意义（P均＞0.05），与 As
组、Nc组比较，Ay组Wnt1蛋白表达有明显下降，β-
catenin蛋白表达明显上升（P均＜0.05）。
2.3 流式细胞仪检测ASPC-1细胞凋亡程度 As组
细胞凋亡率为（13.51±2.31）%，Nc 组细胞凋亡率为

（13.53±2.22）%，Ay组细胞凋亡率为（7.32±1.56）%，

三组间细胞凋亡率比较，差异有统计学意义（F=
30.27，P＜0.05）。两两比较，As组、Nc组ASPC-1细

胞凋亡率没有明显差异（P＞0.05），Ay组ASPC-1细

胞凋亡率较As组、Nc组明显下降（P均＜0.05）。
2.4 Transwell 检测 ASPC-1 细胞迁移能力见封二

图1
由封二图1可见，As组、Nc组ASPC-1细胞迁移

能力比较，差异不明显，与As组、Nc组迁移能力比

较，Ay组ASPC-1细胞迁移能力明显下降。

2.5 MTT检测ASPC-1细胞活力见表4
表4 三组ASPC-1细胞活力比较

组别

As组

Nc组

Ay组

24 h

27.56±4.97

27.58±5.03

20.32±2.15*#

48 h

38.03±7.20

38.01±7.23

21.71±2.14*#

72 h

53.51±6.12

53.54±5.18

24.03±2.17*#

注：*：与As组比较，P＜0.05；#：与Nc组比较，P＜0.05。
由表 4 可见，培养 24 h、48 h、72 h 时，三组间

ASPC-1细胞活力比较，差异均有统计学意义（F分

别=9.62、24.47、126.10，P均＜0.05）。两两比较，培

养 24 h、48 h、72 h 时，AS 组与 Nc 组细胞活力无明

显差异（P＞0.05），Ay 组细胞活力均低于 As 组、Nc
组（P均＜0.05）。
3 讨论

胰腺癌属于消化道常见的一种恶性肿瘤，全球

胰腺癌的发病率有小幅度上升，国外胰腺癌病死率

已居第四位，在我国也有较高的死亡率，胰腺癌首

发症状以上腹部异常疼痛或不适最为常见，属于预

后最差的恶性肿瘤之一[7，8]。癌症侵袭和细胞因子、

信号转导通路等有密切的联系[9]。近年来研究证

实，miRNA介导肿瘤细胞的侵袭和转移，同时有研

究表明在胰腺癌细胞的发生发展中miR-21发挥重

要作用，并且其在肿瘤的生物学活性中取得很大的

研究进展[10]。miR-21主要位于跨膜蛋白基因编码

区域，转录后对相关基因有负调控的作用[11]。大数

据证实显示胰腺癌细胞促进肿瘤相关纤维细胞
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miR-21表达，miR-21的过表达会加速癌细胞的侵

袭，而沉默miR-21表达可抑制细胞的侵袭[12]。Liu
等[13]指出，将抗miR-21的慢性毒质粒注入胰腺癌细

胞株中，能抑制胰腺癌细胞的增殖能力，且呈时间

依赖性，其中下调miR-21能有效地抑制胰腺癌的

细胞增殖。

本次研究结果发现，与As组、Nc组比较，Ay组
Wnt1、β-catenin 水平有明显下降，且 Wnt1 结果蛋

白表达及 ASPC-1 细胞凋亡率亦明显下降，而 β-
catenin蛋白表达明显上升（P均＜0.05）。有研究证

实，有效地调控Wnt通路能有效抑制胰腺癌细胞中

相关蛋白的活性，同时也会一定程度地增加化疗药

物的敏感性[14,15]。在胃癌、子宫内膜癌等多种肿瘤中

均发现了Wnt通路的存在，当激活Wnt通路时，限制

了其靶器官的分化，保留了干细胞的特异性的同时

也加快了癌细胞的分化，最终导致肿瘤的形成[16]。

多数癌症患者机体中 Wnt1、β-catenin 的表达都有

明显升高，异常表达的Wnt/Wnt1、β-catenin可加剧

机体免疫细胞的损伤，例如，抑制肿瘤中的Wnt信号

表达，降低癌细胞的放射敏感性，进而让放疗和化

疗的效果得到一定程度的提高[17]。miRNA的异常表

达与肿瘤发生、发展和侵袭转移密切相关，成为近

几年的研究热点。最近研究表明miR-21在肝癌、

胰腺癌等多种人类肿瘤表达下调，miR-21表达下调

后，对靶基因PTEN降解减少，PTEN蛋白表达增强，

进而负向调节AKT通路使其丧失活性。AKT通路

的失活触发下游一系列生物学行为改变，包括抑制

细胞迁移和增殖能力。

本次研究结果发现，与As组、Nc组比较，Ay组
ASPC-1 细胞迁移能力和细胞活力明显下降（P均

＜0.05），提示 miR-21 能影响细胞增殖、凋亡和调

控以及肝纤维化过程。近些年来，与胰腺癌相关

的 miRNA 不断被发现，miR-21 在胰腺癌下拨凋亡

过程中的调控机制也逐渐被证实[18]。促进胰腺癌

细胞凋亡可通过抑制 miR-21 的表达来实现，使胰

腺癌细胞恢复功能活性[19]。通过对肺癌中转基因

小鼠和Wnt信号通路的研究发现，活化Wnt信号会

让其在肺泡上皮细胞中过表达[20]，因此，Wnt 信号

可调控 Wnt1、β-catenin 促进癌症的进展。在胰腺

癌组织及胰腺癌细胞中发现miR-21水平高于正常

组织，因此，调控miR-21可影响细胞增殖与凋亡。

综上所述，miR-21低表达能明显抑制胰腺癌细

胞增殖，其作用机制可能通过抑制Wnt/β-catenin信

号通路活性来实现。
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