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■背景资料
在恶性肿瘤发生
发展中, miRNAs
扮 演 着 “ 癌 基
因”和 ( 或 )“抑
癌基因”的重要
角色. 

邹叶青, 刘川, 贺文凤, 吴琼, 余新, 南昌大学第二附属医院
分子实验室 江西省南昌市 330006
肖卫东, 南昌大学第一附属医院普外科 江西省南昌市 
330006
邹叶青, 主管技师, 主要从事分子生物学研究. 
江西省科技厅基金资助项目, No. 2009ZDS13700
作者贡献分布: 此课题由肖卫东设计; 研究过程由邹叶青、刘
川、贺文凤、吴琼及余新操作完成; 研究所需标本由余新与刘
川收集; 荧光定量PCR由邹叶青完成; 流式细胞术由贺文凤与吴
琼完成; 数据分析由邹叶青完成; 本论文写作由邹叶青完成. 
通讯作者: 肖卫东, 副教授, 330006, 江西省南昌市, 南昌大学第
一附属医院普外科. frankxwd@126.com
收稿日期: 2011-09-06   修回日期: 2011-10-28
接受日期: 2011-11-04   在线出版日期: 2011-11-28

Association between 
miR-224 expression and cell 
proliferation and apoptosis in 
pancreatic cancer

Ye-Qing Zou, Chuan Liu, Wen-Feng He, Qiong Wu, 
Xin Yu, Wei-Dong Xiao

Ye-Qing Zou, Chuan Liu, Wen-Feng He, Qiong Wu, Xin 
Yu, Department of  Molecular Laboratory, the Second Affil-
iated Hospital of Nanchang University, Nanchang 330006, 
Jiangxi Province, China
Wei-dong Xiao, Department of General Surgery, the First 
Affiliated Hospital of Nanchang University, Nanchang 
330006, Jiangxi Province, China
Supported by: the Foundation of Science and Technology 
Department of Jiangxi Province, No. 2009ZDS13700
Correspondence to: Wei-dong Xiao, Associate Professor, 
Department of General Surgery, the First Affiliated Hospital 
of Nanchang University, Nanchang 330006, Jiangxi Prov-
ince, China. frankxwd@126.com
Received: 2011-09-06    Revised: 2011-10-28 
Accepted: 2011-11-04    Published online: 2011-11-28

Abstract
AIM: To investigate the expression of miR-224 
in pancreatic carcinoma and to evaluate the role 
of miR-224 in pancreatic cancer cell proliferation 
and apoptosis. 

METHODS: The expression of miR-224 in 40 
pancreatic carcinoma tissue specimens and 
matched tumor-adjacent nontumorous tissue 
specimens was detected by real-time fluores-
cence PCR. After using the antisense technology 
to decrease the expression of miR-224 in pancre-
atic cancer cells (Aspc-1 and Bxpc-3), MTT assay 

and flow cytometry were performed to inves-
tigate the impact of miR-224 down-regulation 
on cell proliferation, cell cycle progression and 
apoptosis.

RESULTS: MiR-224 was found to be overex-
pressed in 43% of pancreatic carcinoma cases 
(P < 0.05). After antisense microRNA-mediated 
knockdown of miR-224, the proliferation of 
Aspc-1 and Bxpc-3 cells was significantly in-
hibited. Aspc-1 and Bxpc-3 cells were mainly 
arrested in G0/G1 phase, and the percentage of 
cells in S and G2/M phases decreased. In addi-
tion, miR-224 knockdown in Aspc-1 and Bxpc-3 
cells resulted in an increase in early apoptosis.

CONCLUSION: MiR-224 is overexpressed in hu-
man pancreatic carcinoma. Inhibition of miR-224 
expression can not only effectively suppress 
growth but also induce cell apoptosis of Aspc-1 
and Bxpc-3 cells. MiR-224 may serve as a new 
molecular target for the treatment of pancreatic 
carcinoma.
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摘要

目的: 分析miR-224 在胰腺癌组织中的表达, 
探讨其在胰腺癌细胞增殖、细胞周期及凋亡
中的意义. 

方法: 采用TagMan MGB探针法定量分析40例
原发性胰腺癌及对应的癌旁组织MiR-224 的
表达; 利用反义技术降低胰腺癌细胞(Aspc-1
和Bxpc-3)中miR-224的表达; 采用MTT比色法
检测细胞增殖的改变, 利用流式细胞技术检测
胰腺癌细胞周期和凋亡情况.

结果: 在40例胰腺癌病例中, 43%(17/40)的
胰腺癌组织miR-224 表达明显高于癌旁组织

■同行评议者
郭晓钟, 教授, 中
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■研发前沿
Li等发现miR-224
在肝癌细胞HepG2
中 表 达 上 调 且
参 与 细 胞 的 侵
袭 和 转 移 ,  然 而
miR-224在胰腺癌
中的表达及功能
研究尚未见报道.

(P <0.05); 反义miR-224转染胰腺癌细胞Aspc-1
和Bxpc-3后, miR-224的表达明显降低, Aspc-1
和Bxpc-3胰腺癌细胞生长受到明显抑制, 其生
长主要停滞在G0/G1期, 而S期和G2/M期细胞
的比例下降; 另外降低miR-224的表达, Aspc-1
和Bxpc-3胰腺癌细胞早期凋亡明显增加.

结论: miR-224 在胰腺癌组织中表达上调, 降
低其表达能明显抑制Aspc-1和Bxpc-3细胞的
生长和诱导细胞早期凋亡增加, miR-224 有可
能成为胰腺癌基因表达调控的新靶点.

关键词: 胰腺癌; MiR-224 ; 反义单核苷酸 
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0  引言

胰腺癌(Pancreatic cancer)是胰腺恶性肿瘤中最

常见的一种, 且是引起癌症相关死亡的第4大原

因[1-4]. 由于其临床表现和症状往往不典型, 恶
性程度高, 加上病程发展速度快, 所以胰腺癌患

者预后非常差[5-7]. 因此发现胰腺癌的早期诊断

标记物和治疗靶点具有重要意义. MicroRNAs 
(miRNAs)是内源性非编码RNA经过一系列加

工后产生的一类大小约20-22 nt的单链小分子

RNA, 其功能为调控基因转录后的表达[8-10]. 在
恶性肿瘤发生发展中, miRNAs扮演着“癌基

因”和(或)“抑癌基因”的重要角色[11-17]. 近年

研究发现miR-224在肝细胞癌、肠癌等恶性肿

瘤中表达上调[18-19], 另外Wang等[20]报道miR-224
不但在肝癌中表达上调, 且可以通过降低凋亡

抑制因子-5(apoptosis inhibitor-5, API-5)而参与

细胞凋亡活性的影响. Li[21]等发现miR-224在肝

癌细胞HepG2中表达上调且参与细胞的侵袭和

转移, 然而miR-224在胰腺癌中的表达及功能研

究尚未见报道, 本研究拟采用TagMan MGB探针

法检测miR-224在胰腺癌组织中的表达情况, 同
时利用反义技术降低胰腺癌细胞miR-224的表

达, 观察其生长、细胞周期和凋亡情况, 以便为

胰腺癌早期诊治提供新的理论和试验基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2006-01/2011-01南昌大学第二附

属医院和南昌大学第一附属医院肝胆外科胰腺

癌及癌旁组织手术标本(n  = 40). 所有标本均经

病理学检查确诊, 其中男(n  = 22), 女(n = 18), 年

龄30-69岁. 
TaqMan miRNA分析试剂盒(美国ABI公

司); DMEM高糖培养基(美国Gibco公司)、胎牛

血清(美国Hyclone公司)、脂质体Lipfectamine 
2000(美国Invitrogen公司); 反义miR-224寡核苷

酸(AMO-miR-224 )(大连宝生物公司); Annexin 
V-FITC凋亡检测试剂盒(南京凯基公司); 人胰腺

癌细胞系Aspc-1和Bxpc-3购自上海细胞研究所; 
实时荧光定量PCR分析仪(美国ABI公司), 流式

细胞仪(美国BD公司).
1.2 方法 
1.2.1 实时荧光定量PCR检测miR-224的表达: 采
用TRIzol试剂提取组织总RNA, 紫外分光光度

计测定浓度, -70 ℃保存备用, 用miR-224检测试

剂盒检测miR-224的表达[22]. 取2 μg总RNA作为

模板与3 μL逆转录酶混合, 在20 μL反应体系中, 
16 ℃ 30 min, 42 ℃ 30 min, 85 ℃ 5 min, 进行逆

转录反应; 收集cDNA, 将其稀释150倍, 取1 μL
稀释的cDNA与2 μL TaqMan引物混合, 20 μL反
应体系: 95 ℃ 10 min, 随后95 ℃ 15 s, 61 ℃ 60 s, 
40个循环. 相对miRNA表达水平用CT值准确计

算, U6 snRNA为内参. 
1.2.2 反义m i R-224 单核苷酸序列设计: 根据

MiRBase(http://www.sanger.ac.uk/software/Rfam/
mirna)提供的miRNA基因序列, 获取人miR-224
的序列, 设计相应的反义寡核苷酸序, 采用核酸

序列数据库检索程序排除其他的可能同源序列. 
同时确定一条随机对照序列, 如下所示: miR-224  
sense: 5'-AGUCACUAGUGGUUCCGUUUA-3', 
反义miR-224  antisense: 5'-TAAACGGAACCAC-
TAGTGACT-3', 随机序列sense: 5'-UUCUCC-
GAACGUGUCACGUTT-3', antisense: 5'-AC-
GUGACACGUUCGGAGAATT-3', 提交大连宝

生物合成, PAGE纯化, 全硫代修饰.
1.2.3 细胞株的培养及转染: Aspc-1和Bxpc-3细
胞株接种于含100 mL/L胎牛血清的DMEM培养

基, 37 ℃、50 mL/L CO2条件下培养. 严格按照

脂质体LipfectamineTM 2000转染试剂说明书进

行转染, 反义miR-224寡核苷酸终浓度分别为: 50 
nmol/L、100 nmol/L, 150 nmol/L、200 nmol/L. 
初步筛选出最佳终浓度为100 nmol/L; 分别培养

24、48、72 h, 初步筛选出最佳作用时间为48 h. 
将荧光对照反义寡核苷酸转染后在倒置荧光显

微镜下观察, 重复3次, 转染效率为89%±5%.
1.2.4 反义miR-224单核苷酸转染后对miR-224表

达的影响: 转染反义miR-224单核苷酸48 h后, 抽
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■相关报道
Wang等报道miR-
224不但在肝癌中
表达上调, 且可以
通过降低凋亡抑
制因子-5(apoptosis 
inhibitor-5, API-5)
而参与细胞凋亡
活性的影响.

提总RNA经纯度分析, 逆转录为cDNA, (反应条

件同1.3.1), 测定cDNA浓度, 同时设立空白对照

组、干扰无意义组及转染PBS组. 用miR-224检
测试剂盒检测miR-224的表达(具体条件同1.3.1).
1.2.5 MTT检测各组细胞的增殖: 在离心管内将

各组细胞悬液充分打匀, 按8×103/孔接种于96
孔培养板, 每孔加液量200 μL, 24 h后换液. 实验

分组同1.3.4, 每组设6个复孔. 于转染后1 d-4 d每
孔加入5 mg/mL MTT试剂20 μL, 于37 ℃, 50 mL/L 
CO2条件下继续孵育4 h. 吸取各孔上清, 加入

DMSO 150 μL/孔, 室温下置水平摇床摇10 min以
充分溶解MTT结晶. 在酶联免疫测定仪上选择

波长490 nm, 空白孔调零, 测定各孔吸光度(A )
值. 每组重复3次. 按下列公式计算细胞生长抑

制率(%): 细胞生长抑制率 = (实验组平均A 490-对
照组平均A 490)/对照组平均A 490×100%
1.2.6 流式细胞术分析细胞周期变化情况: 实验

分组同1.3.4, 细胞接种6孔板, 转染反义miR-224寡
核苷酸48 h后收集细胞, 制成单细胞悬液, PBS洗2
次, 离心、弃上清, 加PBS重悬细胞, 加-20 ℃预冷

的75%乙醇并振荡, 4 ℃固定1 h, 离心、弃冰乙醇, 
PBS洗1遍, 弃上清; 加入含有50 μg/mL PI(碘化吡

啶)和100 μg/mL无DNA酶污染的RNA酶PBS染色

液, 4 ℃避光静置1 h, 上机检测. 每组重复3次.
1.2.7 流式细胞术分析细胞早期凋亡: 实验分组

同1.3.4, 细胞接种6孔板, 转染反义miR-224寡核

苷酸. 48 h后收集细胞, 制成单细胞悬液, PBS洗
2次, 离心、弃上清. 利用Annexin V-FITC早期凋

亡试剂盒, 流式细胞仪检测细胞早期凋亡情况.
统计学处理 采用SPSS13.0统计软件, 计量

资料以(mean±SD)表示, 流式细胞数据经χ2检验

分析, P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 胰腺癌组织miR-224的表达情况 采用Trizol
提取总RNA, 以U6 RNA为内参, 利用实时荧光

定量PCR检测发现, 40例胰腺癌病人癌及癌旁组

织中, 43%(17/40)的病例胰腺癌组织miR-224的
表达明显高于相对应的癌旁组织, 结果有统计

学意义(P <0.05, 图1).
2.2 AMO-miR-224转染后miR-224表达的变化 利
用反义技术, 将浓度为100 nmol/L反义miR-224
寡核苷酸转染到胰腺癌细胞Aspc-1和Bxpc-3中
48 h后, 实时荧光定量PCR检测发现, miR-224的
表达较对照组降低(P <0.05), 而空白对照组、随

机对照组及PBS组间无明显差异(图2).
2.3 AMO-miR-224 作用后对胰腺癌细胞生长的

抑制作用 转染AMO-miR-224胰腺癌细胞生长明

显慢于对照组(P <0.05), 而空白对照组、随机对

照组及转染PBS组间肝癌细胞的生长无明显差

异(图3). 
2.4 流式细胞术分析转染AMO-miR-224 后胰腺

癌细胞周期变化情况 转染AMO-miR-224后的

胰腺癌细胞Aspc-1和Bxpc-3通过流式细胞周期

分析, 转染AMO-miR-224组细胞阻滞于G0/G1期, 
而S期和G2/M期明显降低. 数据经χ2检验, 转染

AMO-miR-224组较空白对照组、随机对照组、

转染PBS组有明显抑制作用(P <0.05), 而空白对
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图  1  实时荧光定量PCR
检测40例患者胰腺癌及
癌旁组织中miR-224 的
表达.
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图  2  荧光定量PCR检测miR-224 在不同转染组的ASPC-1和
BXPC-3细胞中的表达. 
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照组、随机对照组、转染PBS组间无显著变化

(表1, 2).
2.5 流式细胞术分析转染AMO-miR-224 后胰腺

癌细胞凋亡情况 胰腺癌细胞Aspc-1和Bxpc-3转
染AMO-miR-224后, 转染AMO-miR-224组较空

白对照组、随机对照组、转染PBS组早期凋亡

明显增加(P <0.05), 而晚期凋亡无明显改变; 空
白对照组、随机对照组、转染PBS组之间各期

细胞未见变化(图4).

3  讨论

miRNAs是一类新的基因调控因子, 参与调控细

胞分化、血管形成以及细胞存活和生长等许多

复杂的生命过程[11,23]. 近年发现, miRNAs与恶性

肿瘤密切相关, 约52%调控miRNAs的编码基因

位于肿瘤相关基因位点和染色体区域[24,25]. 因此

miRNAs可能成为诊断肿瘤的新的分子标志和

判断肿瘤治疗及预后的分子靶点. 且由于miR-
NAs在转录后调节目的基因的表达, 这将更有利

于肿瘤的早发现、早诊断和早治疗, 这一发现

必将具有广泛的临床应用前景[26].
胰腺癌起病隐匿、发展迅速、死亡率高、

预后差, 被全球医学界列为“21世纪的顽固堡

垒”. 由于其不典型临床症状常被患者和医生

忽视而延误诊断, 早期诊断非常困难[27]. 从而迫

切需要寻找新的肿瘤标志物来进一步提高胰腺

癌的诊疗水平. 近年随着miRNAs研究的不断深

入, 发现大量异常表达的miRNAs通过调控靶基

因的表达而调节包括胰腺癌在内的多种恶性肿

瘤的发生发展, 因此大规模的筛选肿瘤发生发

展过程中异常表达的miRNAs将为人们全面认

识肿瘤的生物学特性发挥重要作用, 也为胰腺

癌的早期诊治提供了新的希望. Murakami等[18]

首次研究发现miR-224在肝癌呈过表达, 最近又

研究发现miR-224在大肠癌、卵巢癌以及前列

腺癌中的表达也失调[19,28,29], 但miR-224在胰腺癌

中的表达及其作用目前还不清楚.
我们首先通过TagMan MGB探针法定量分

析40例胰腺癌病人癌组织及对应的癌旁组织

miR-224的表达, 发现43%(17/40)的胰腺癌病人

癌组织miR-224表达上调(P<0.05). Krützfeldt等[30]

针对miRNA122及miRNA192的反义寡核苷酸能

够明显抑制小鼠不同组织中对应microRNAs的
表达, 表明针对miRNAs的反义寡核苷酸可以有

效抑制microRNAs的表达. 随后本研究同样利用

反义技术成功降低胰腺癌细胞Aspc-1和Bxpc-3
的miR-224表达, 并筛选出最佳作用浓度和时间. 
转染终浓度为100 nmol/L的AMO-miR-224经过

48 h后, 经荧光定量PCR反应检测发现miR-224
表达抑制率达74%, 同时我们利用MTT法检测发

现Aspc-1和Bxpc-3胰腺癌细胞的生长受到抑制. 
最后我们应用流式细胞术对转染AMO-miR-224

表  2  AMO-miR-224 转染Bxpc-3细胞, 降低miR-224 表
达后细胞周期变化

        分组                         G0/G1(%)  S(%)            G2/M(%)

空白对照组 61.74 33.74 4.52

随机对照组 69.39 20.40 10.21

 PBS组 68.01 21.50 10.49

AMO-miR-224组 86.54 10.00 3.45

表  1  AMO-miR-224 转染Aspc-1细胞, 降低miR-224 表达
后细胞周期变化

     分组 G0/G1(%)   S(%) G2/M(%)

空白对照组 49.55 26.57 23.87

随机对照组 46.98 21.93 31.09

PBS组 49.02 17.05 33.93

AMO-miR-224组 82.82   8.58   8.60

■同行评价
本研究试验设计
合理 ,  思路严密 , 
具有较好的临床
参考价值.

图  3  转染AMO-miR-224 及其他组的胰腺癌细胞生长. A: Aspc-1细胞系; B: Bxpc-3细胞系.
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后的细胞的细胞周期各期DNA的含量及细胞凋

亡情况进行分析, 其结果发现降低miR-224表达

后, 两组细胞的细胞周期主要停滞在G0/G1期, 而 
S期和G2/M期细胞的比例明显下降, 且两组细胞

的早期凋亡也明显增加.
总之, miR-224在胰腺癌的发生中发挥重要

作用, 很可能成为一个新的胰腺癌的癌前标记

物, 为胰腺癌基因治疗提供新的靶点. 但其具体

的作用机制, 如miR-224如何调控胰腺癌细胞的

生长? 下游靶基因是什么? 都有待于进一步深入

研究.
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