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■背景资料
MicroRNA(miRNA)
是一种内源性非
编 码 单 链 R N A
分子 ,  基于与靶
mRNA的3 '非编
码区以互补配对
的 方 式 进 行 结
合 ,  从而造成靶
mRNA翻译的抑
制 和 / 或 导 致 靶
mRNA降解, 进而
抑制基因的表达, 
大 量 研 究 表 明 , 
miRNA参与肿瘤
的发生发展.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of miR-143 

in human pancreatic ductal adenocarcinoma 
(PDAC) and to explore the relation between 
miRNA-143 expression and prognosis of 
patients with PDAC. 

METHODS: We collected 70 PDAC specimens 
from patients treated at the First Affiliated 
Hospital of Zhengzhou University, including 
cancer tissues and paired cancer-adjacent tissues. 
The expression of miR-143 was examined by 
locked nucleic acids-in situ hybridization (LNA-
ISH). Then the relation between the expression 
of miR-143 and clinical parameters was analyzed 
with SPSS16.0. 

RESULTS: The expression rate of miR-143 
was lower in cancerous tissues than in paired 
non-cancerous pancreatic tissues (25.71% 
vs 68.57%, P = 0.001). The expression of 
miR-143 in cancerous tissues was associated 
with lymph node metastasis (P = 0.045). The 
median survival of patients with low miR-143 
expression was significantly shorter than that 
of patients with high miR-143 expression (P = 
0.026). 

CONCLUSION: The expression of miR143 is 
low in cancer tissue, and its low expression 
is associated with poor prognosis in patients 
with PDAC.

© 2016 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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■研发前沿
胰腺癌恶性度极
高、发展快、预
后差 ,  且其早期
诊断及治疗效果
不理想. miRNA
由 于 性 质 稳 定 , 
易于检测 ,  可能
成为更加敏感的
肿瘤标志物 .  然
而miRNAs的种
类众多 ,  寻找出
与胰腺癌密切相
关的miRNA, 并
通过此靶点早期
诊断并治疗胰腺
癌是亟待研究的
问题.

24(10) :  1520-1525  URL:  ht tp ://www.wjgnet .
com/1009-3079/24/1520.asp  DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v24.i10.1520

摘要

目的: 探究miR-143在胰腺导管腺癌(pancreatic 
ductal adenocarcinoma, PDAC)组织中的表达
与临床参数、预后的相关性. 

方法: 收集70例PDAC患者的癌组织及配对
癌旁组织石蜡切片, 应用锁定核酸原位杂
交(locked nucleic acids-in situ  hybridization, 
LNA-ISH)法检测组织中miR-143的表达水
平, 收集相关临床资料, 并对患者的预后进
行随访, 采用SPSS16.0进行统计学分析. 

结果: PDAC癌组织中miR-143阳性表达率
明显低于癌旁组织(25.71% vs  68.57%, P  = 
0.001), miR-143的表达与淋巴结转移相关, 
差异有统计学意义(P  = 0.045). 生存分析
结果显示, miR-143阳性者的预后较好(P  = 
0.026). 

结论: PDAC患者癌组织中miR-143呈低表
达, 且与不良预后相关. 

© 2016年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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预后

核心提示: 本研究采用锁定核酸原位杂交的方

法, 检测出人胰腺癌组织中miR-143低表达, 且
其表达与胰腺癌的淋巴结转移相关, miR-143阳

性者的预后较好. 提示胰腺导管腺癌患者癌组

织中miR-143呈低表达, 且与不良预后相关. 
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0  引言 

胰腺癌是一种常见的严重威胁人类健康的消

化系恶性肿瘤, 约90%为起源于腺管上皮的导

管腺癌, 其恶性度极高、发展快、预后差, 尽
管临床上手术和各种综合治疗方法有所改进, 
但患者的5年生存率仍只有5%左右[1]. 而且, 胰
腺癌早期诊断及治疗效果不理想, 多数患者确

诊时已伴有局部和/或远处的侵袭、转移, 而

错失最佳手术时机[2]. 因此, 探讨胰腺癌的发

生发展机制有利于提高胰腺癌的临床防治水

平. miRNA由于性质稳定, 易于检测, 可能成

为更加敏感的肿瘤标志物[3]. 既往研究[4-9]显示

miRNA-143在多种肿瘤中表达均明显下调, 包
括结肠癌、胃癌、前列腺癌、膀胱癌、宫颈

癌等, 其通过调节一系列肿瘤相关基因参与

肿瘤的发生发展. 有研究[10]表明miR-143的低

表达影响了胰腺癌的组织学特性及生物学行

为. 但目前尚无其在人体胰腺癌组织中的相关

研究, 因此本研究旨在探讨人体胰腺癌组织中

miR-143的表达特点, 并分析其与临床指标、

预后的关系, 为胰腺癌的诊断提供新的思路. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2010-01/2014-12在郑州大学第

一附属医院初治的胰腺导管腺癌(pancreat ic 
ductal adenocarcinoma, PDAC)患者70例(均
有病理学诊断), 收集石蜡包埋癌组织及癌旁

组织, 其中27例为细针穿刺抽吸(f ine need le 
aspiration, FNA)获取, 余43例为手术切除标本. 
70例PDAC患者均具有完整临床资料和随访资

料. 经郑州大学第一附属医院道德伦理委员会

批准, 患者均签署知情同意书. 通过电话进行

随访, 最终时间为2015-05-01. 记录每例患者的

总生存时间(overall survival, OS), OS定义为确

诊胰腺癌至死亡时间. 杂交has-mir-143探针购

自Exiqon公司; 抗地高辛碱性磷酸酶标记二抗

anti-DIG-AP Fab来自Panpath公司; 酵母RNA
购自美国Ambion公司; 兔抗人KRAS单克隆抗

体、SP试剂盒、DAB、苏木素、甲酰胺、柠

檬酸盐、肝素、DEPC、核固红NBT/BCIP等
购自北京中杉金桥公司. 
1.2 方法 
1.2.1 锁定核酸原位杂交(locked nucleic acids-in 
situ  hybridization, LNA-ISH)检测miR-143的表

达: 所有实验步骤按照制造商(Exiqon)的说明

进行. 将厚度约为3 μm的石蜡包埋标本在二甲

苯中脱蜡, 梯度乙醇脱蜡至水, 切片用蛋白酶

K在37 ℃下消化10 min, 在40 g/L多聚甲醛中

固定切片10 min; 在不含探针的杂交缓冲液中

预杂交2 h, 再加入含探针的杂交液, 专用盖玻

片封闭过夜, 严格洗涤切片, 用含2%山羊血清

的地高辛封闭试剂室温封闭1 h, 加入封闭液稀

释的anti-DIG-AP Fab抗体, 4 ℃过夜; 加高敏感

显色底物(NBT/BCIP)显色1-48 h, 核固红复染

■相关报道
miR-143可能通
过 抑 制 靶 基 因
KRAS 的表达, 间
接作用于miR-143
所在序列的启动
子, 减少miR-143
的转录 ,  从而调
控KRAS蛋白的
表达; 而在KRAS
突 变 的 细 胞 中 , 
miR-143的表达
减少, 这减少了对
靶基因KRAS 的
抑制作用, 从而通
过调节下游的一
系列反应而促进
胰腺癌的发生. 但
胰腺癌的发生机
制错综复杂 ,  且
miR-143的靶基因
种类较多, 具体的
机制有待进一步
的深入研究. 
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5-10 min, 梯度乙醇脱水、二甲苯透明后封片. 
1.2.2 结果判定: 结果由2位病理科医师独立评

分: 以胞浆蓝染为阳性细胞的判断标准, 每张

片子在200倍显微镜下随机选取5个视野, 计算

阳性细胞数的百分比及染色强度. 按照阳性细

胞数百分比, 阴性即阳性细胞<5%, 阳性即阳

性细胞数≥5%. 
统计学处理 采用SPSS16.0软件进行统计

分析, 阳性率的比较采用配对χ2检验, 相关性

采用Spearman相关分析, 生存情况以Kaplan-
Meier曲线表示, 生存率比较采用Log-rank检

验. P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 PDAC和癌旁组织中miR-143原位杂交结

果 miR-143染色定位于细胞的胞浆中, 呈蓝

色(图1). 结果显示, 癌组织中miR143的表达

阳性率(25.71%, 18/70)低于癌旁组织(68.57%, 
48/70), 差异有统计学意义(χ2 = 18.283, P  = 
0.001). 
2.2 PDAC中miR-143的表达与临床指标的关系 
表1显示, 70例PDAC中miR-143的表达在年

A B

图  1  miR-143在癌旁组织和癌组织中的表达(×200). A: 癌旁组织; B: 癌组织. 蓝色为miR143阳性表达.  

     
临床参数  n

miR-143表达情况
 χ2值   P 值

阴性表达 阳性表达

性别 0.833 0.362

  男 24 18   6

  女 46 34 12

年龄(岁) 2.382 0.123

  >60 42 30 12

  ≤60 28 22   6

肿瘤部位 0.962 0.327

  体尾部 46 36 10

  胰头部 24 16   8

病理分级 0.321 0.571

  高中分化 48 36 12

  低分化 22 16   6

TNM分期 1.361 0.243

  Ⅰ, Ⅱ期 44 30 14

  Ⅲ, Ⅳ期 26 22   4

淋巴转移 4.024 0.045

  有 32 28   4

  无 38 24 14

远处转移 0.033 0.855

  有 16 14   2

  无 54 38 16

表  1  PDAC组织中miR-143的表达与肿瘤临床病理特征关系

■创新盘点
miR-143在人胰
腺癌组织中的研
究鲜有报道 ,  本
文采用锁定核酸
原位杂交的方法
检测胰腺癌组织
中的miR-143的
表达情况 ,  该方
法不仅可以提供
m i R N A 在 细 胞
和组织中表达的
丰度以及定位信
息 ,  且探针与靶
m i R N A 有 较 好
的亲和力 ,  敏感
性 及 特 异 性 较
强 ,  能较真实的
反 映 组 织 中 的
miR-143水平. 本
文还通过生存分
析发现miR-143
与胰腺癌患者的
预后相关. 
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龄、性别、肿瘤部位、病理分级、T N M分

期、远处转移均无显著相关性(P >0.05), 但在

是否有淋巴结转移间有显著差异(χ2 = 4.024, P  
= 0.045). 
2.3 m i R-143表达与患者生存期的关系  将
PDAC患者分为miR-143阴性组和阳性组, 进行

生存分析显示, 癌组织中miR-143阳性组患者

的预后优于阴性组(中位生存时间17 mo vs  10 
mo, P  = 0.026, 图2). 

3  讨论

MicroRNA(miRNA)是一种长度约22个核苷酸

的内源性非编码单链RNA分子, 他们基于与靶

mRNA的3'非编码区以互补配对的方式进行结

合, 从而造成靶mRNA翻译的抑制和/或导致靶

mRNA降解, 进而抑制基因的表达[11]. 大量研

究[12]显示, miRNA在细胞增殖、分化、发育和

凋亡等方面起着重要的作用, 并参与肿瘤的发

生发展. miRNAs的表达有很强的组织特异性, 
表达谱与肿瘤类型相关, 不同种类的肿瘤具有

不同的miRNAs表达谱. miRNA的表达水平及

活性在不同组织及不同时间内表现出差异, 且
肿瘤细胞的侵犯、转移以及血管生成等同样

受miRNA调控[13]. miRNA常以“一对多”的方

式, 同时调控多条肿瘤进展相关分子通道, 所
以从理论上讲, 靶向miRNA比传统肿瘤相关蛋

白更能有效地控制、反转涉及多基因改变的

肿瘤表型[14]. 
miR-143在多种肿瘤中的表达降低, Michael

等[15]首先报道了miR-143在结直肠癌、乳腺

癌、前列腺癌、宫颈癌、淋巴瘤等恶性肿瘤

细胞中低表达. 更有研究者[16]认为miR-143表
达的降低很有可能是腺癌本身的特征. Chen
等 [5]通过生物信息学筛选出m i R-143的靶基

因KRAS , 并通过实验证实, miR-143和KRAS
蛋白的表达与结肠癌的转移和预后相关 . 
miR-143在结直肠癌Lovo细胞中的过表达可

降低KRAS蛋白的表达, 从而抑制细胞的增殖; 
相反, miR-143的低表达可使KRAS的表达增

强, 从而促进细胞增殖. Kulda等[17]对46例结直

肠癌样本肿瘤和周围邻近正常组织中miR-143
表达的研究发现, 肿瘤中miR-143表达下降; 
同时, 这些患者中28例在术后进行了以氟尿

嘧啶为基础联合其他化疗药物的规范化疗后

发现, miR-143低表达的患者无病生存时间较

短. 过表达miR-143可降低结直肠癌HCT116细
胞活性约60%, 联合应用抗肿瘤药物5-氟尿嘧

啶可增加Caspase3、Caspase8、Caspase9活性

和细胞核碎裂, 引起细胞死亡, 这一过程由细

胞外调节蛋白激酶5/核因子-κB(extracellular 
regulated protein kinases 5/nuclear factor-κB, 
ERK5/NF-κB)信号通路调控. 以上研究结果提

示, 单独使用或者联合应用miR-143和抗肿瘤

药物有望成为未来新的肿瘤化疗方案. C lapé
等[18]报道miR-143在前列腺癌中表达亦明显下

调, 此表达量与肿瘤类型呈负相关. miR-143
的靶基因涉及抑癌基因ERK5 [18]、Bcl-2 [19]、

K R A S [5]、D N A 甲基转移酶A2[20]、大肠癌

转移相关基因(metastasis-associated in colon 
cancer-1, MACC1 )[21]、hexokinase己糖激酶[21].

miR-143的失表达在许多类型的癌症中被

报道, 包括胰腺癌, 而恢复miR-143的表达已被

证明能阻止肿瘤再生[22,23]. 研究[24]发现, 胰腺

癌细胞系BXPC-3以及HPAF-II中miR-143呈低

表达, 恢复miR-143的表达可抑制胰腺癌细胞

系中环氧合酶-2(cyclooxygenase-2, COX-2)的
表达, 从而进一步阻止胰腺癌细胞的增殖. 基
础研究显示, KRAS基因突变的胰腺癌组织中

miR-143的表达缺失或降低, 若恢复miR-143的
表达, 肿瘤的形成可受到抑制[25]. 在胰腺癌中, 
miR-143的靶基因为EGF1、EGF2和KRAS , 其
与肿瘤的侵袭和转移相关, 这提示miR143可能

成为胰腺癌治疗的靶点[26]. 有研究者通过静脉

注射含有miR-143的载体可减缓小鼠皮下胰腺

癌MiaPaCa-2细胞移植物的生长, 若胰内注射, 
则产生的减缓效应更为明显; 伴随着肿瘤生

长的减慢还有凋亡的增加和增殖的抑制, 这一

作用通过其靶基因KRAS 2和RAS反应元件结

合蛋白1(RREB1)实现[4]: 该研究结果为胰腺癌
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生
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图  2  miR-143的表达与胰腺癌患者生存时间的关系. 

■应用要点
本文研究通过锁
定核酸原位杂交
的方法检测出胰
腺 癌 组 织 中 的
miR-143低表达, 
且与不良预后相
关 ,  为临床提供
一种新的胰腺癌
预后指标. 另外, 
miR-143有可能
成为治疗胰腺癌
的一种新的辅助
治疗靶点. 
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的发病机制提供了新的认识. 另有研究[27]表明

miR-143对人胰腺癌PANC-1细胞的迁移能力

有抑制作用. 
然而, 这些研究多从细胞或动物水平证实

miR-143参与胰腺癌的发生发展, 关于miR-143
在人胰腺癌组织中的研究鲜有报道, 因此本研

究通过人PDAC癌组织和癌旁组织以研究胰腺

癌患者中miR143的表达特点. miRNA能耐受

核糖核酸酶的降解, 石蜡包埋组织中的miRNA
水平基本不变, LNA-ISH不仅可以提供miRNA
在细胞和组织中表达的丰度以及定位信息[28], 
且探针与靶miRNA有较好的亲和力, 敏感性

及特异性较强. 本研究应用LNA-ISH法检测人

胰腺癌蜡块组织中miR-143的表达, 结果显示

miR-143定位于胰腺癌及癌旁组织的细胞胞浆

中, 胰腺癌组织中的miR-143的阳性率明显低

于癌旁组织; 临床资料分析显示, 淋巴结转移

者的miR-143阳性表达率降低, 无淋巴结转移

者miR-143阳性表达率高, 这提示miR-143的表

达缺失或下调与胰腺癌恶性生物学行为相关; 
结合随访资料, 胰腺癌组织中miR-143的表达

与患者术后的生存期呈正相关, 即阴性表达者, 
平均生存期短, 阳性表达者, 平均生存期长, 这
间接证实miR-143的表达水平可作为胰腺癌预

后判断的指标. 
KRAS突变的胰腺癌组织[29]和胰腺癌细

胞系 [30]中m i R-143无表达或低表达, 若恢复

miR-143的表达可抑制肿瘤的形成. 我们推测

miR-143可能通过抑制靶基因KRAS的表达, 
间接作用于miR-143所在序列的启动子, 减少

miR-143的转录, 从而调控KRAS蛋白的表达; 
而在KRAS突变的细胞中, miR-143的表达减

少, 这减少了对靶基因的抑制作用, 从而通过

调节下游的一系列反应而促进胰腺癌的发生. 
但胰腺癌的发生机制错综复杂, 且miR-143的
靶基因种类较多, 具体的机制有待进一步的深

入研究. 
总之, PDAC患者癌组织中miR-143呈低表

达, 且与不良预后相关, 可能通过调节靶基因

发挥功能, 这提示miR-143可成为研究胰腺癌

发病机制的切入点之一, 且可能成为进行胰腺

癌诊断、判断预后的新指标. 
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■同行评价
本 文 研 究 了
miR-143在胰腺
癌中的表达 ,  并
分析了miR-143
与胰腺癌淋巴结
转移、预后等临
床特征参数间的
相关性 ,  具有一
定的意义. 
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