
■背景资料
胰腺癌是一种恶
性度较高 ,  预后
较差的消化系肿
瘤 ,  其发生发展
受多基因多步骤
调控. miRNAs作
为一种调控分子, 
在多种肿瘤的发
生 发 展 中 起 着
重要作用 .  miR-
135b通过调控下
游靶基因LZTS1
的表达 ,  影响多
种恶性肿瘤的生
物学行为 ,  但其
在胰腺癌中的研
究鲜见报道. 
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Abstract
AIM: To detect the expression of miR-135b, 
LZTS1 and β-catenin in pancreatic cancer in an 
attempt to explore their clinical significance.

METHODS: Locked nucleic acid in s i tu 
hybridization ( ISH) and immunohis to–
chemistry were used to detect the expression 
of miR-135b, LZTS1 and β-catenin proteins 
in 70 pancreatic cancer tissues and adjacent 
normal tissues, respectively.

RESULTS: The positive rate of miR-135b 
in pancreatic cancer was higher than that in 
adjacent tissues (71.4% vs 42.9%, P = 0.001). 
The positive rates of LZTS1 and β-catenin 
proteins in pancreatic cancer were significantly 
lower than those in adjacent tissues (34.3% vs 
68.6%, 34.3% vs 74.3%, P < 0.05). Expression 
of miR-135b had a negative correlation with 
that of LZTS1 in pancreatic cancer (r = -0.61, 
P < 0.05), but miR-135b expression had no 
significant correlation with β-catenin (r = 0.06, 
P > 0.05). LZTS1 expression had a positive 
correlation with that of β-catenin (r = 0.37, P 
< 0.05). Expression of miR-135b, LZTS1 and 
β-catenin was closely related with lymph node 
metastasis and clinical stage (P < 0.05), but had 
no correlation with patient age, sex, tumor site 
or histological grade (P > 0.05).

CONCLUSION: miR-135b is highly expressed 
in pancreatic cancer, while the expression 
of LZTS1 and β-catenin is decreased. Up-
regulated expression of miR-135b may 
participate in the development of pancreatic 
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■研发前沿
大量的研究显示
miR-135b与多种
恶性肿瘤的发展
密切相关 ,  但其
对胰腺癌发生发
展有何作用及具
体机制如何鲜见
报道 .  在胰腺癌
中LZTS1与miR-
135b是否为直接
调控关系 ,  以及
通过调控LZTS1
的表达怎样影响
信号通路的转导, 
有待学者们更深
入的研究与解决, 
为以后胰腺癌的
治疗提供新的治
疗靶点及思路. 

cancer by down-regulating the expression of 
LZTS1 protein. 

© 2016 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 探讨miR-135b、LZTS1及β-catenin在
胰腺癌中的表达意义及三者之间的相关性.  

方法: 分别采用锁定核酸原位杂交技术
(L N A-I S H)和免疫组织化学法检测m i R-
135b、LZTS1和β-catenin蛋白在70例胰腺癌
及相应癌旁组织中的表达情况. 

结果: miR-135b在胰腺癌中的表达率高于
癌旁正常组织(71.4% vs  42.9%, P  = 0.001), 
LZTS1、β-catenin蛋白在胰腺癌中的表达
率均低于癌旁正常组织(34.3% vs  68.6%、

34.3% vs  74.3%, P <0.05). 在胰腺癌组织中
miR-135b与LZTS1的表达水平呈负相关(r  
= -0.61, P <0.05), 与β-catenin无相关性(r  = 
0.06, P >0.05); LZTS1与β-catenin呈正相关
(r  = 0.37, P <0.05), 且miR-135b、LZTS1和
β-catenin的阳性表达水平与胰腺癌的临床分
期及淋巴结转移密切相关(P <0.05), 与胰腺
癌患者年龄、性别、肿瘤部位及组织学分
级无关(P >0.05). 

结论: m i R - 1 3 5 b在胰腺癌中表达升高 , 
LZTS1与β-catenin在胰腺癌中表达减少, 并
且表达升高的miR135b可能通过下调LZTS1
基因表达而参与了胰腺癌的发生发展. 

© 2016年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 在胰腺癌组织中miR-135b表达显著

上调, LZTS1和β-catenin蛋白表达显著下调, 且
miR-135b与LZTS1呈负相关, LZTS1与β-catenin
呈正相关, 均与TNM分期有关, 提示在胰腺癌中

miR-135b通过下调LZTS1的表达, 导致β-catenin
向核内转移, 促发上皮间质转化并激活W n t/
β-catenin信号通路, 对胰腺癌的发生发展有着

重要作用. 

张炳丽, 王春峰, 周琳, 张连峰. m i R-135b、L Z T S1、
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0  引言

胰腺癌是一种恶性度高、预后差的恶性肿瘤, 
5年生存率<5%, 其发生发展受多基因多步骤

调控[1]. LZTS1作为一种潜在的抑癌基因, 通过

上调β-catenin蛋白的表达间接抑制上皮间质转

化(epithelial-mesenchymal transition, EMT), 从
而抑制肿瘤侵袭、转移[2]. 但其在许多肿瘤如

肺癌[3,4]、胃癌[5]、膀胱癌[6]、乳腺癌[7-9]、结

肠癌[10]等中表达减少. miRNAs作为一种可以

调控编码基因表达的小RNA分子, 参与一系列

如细胞增殖、分化、侵袭、转移及凋亡等生

物学过程[11,12]. 近年来许多研究[13-17]发现, miR-
135b在多种类型恶性肿瘤中表达上调, 起原

癌基因作用, 并且能够通过下调LZTS1蛋白

的表达而抑制肿瘤形成[3,18,19]. 同时Mund ing
等[20]、Brand等[21]也检测到miR-135b在胰腺癌

中表达上调, 但miR-135b与LZTS1及β-catenin
蛋白之间的关系尚不清楚. 本实验旨在研究

miR-135b、LZTS1及β-catenin蛋白在胰腺癌中

的表达及其与胰腺癌临床病理关系, 初步探讨

三者在胰腺癌中的作用及相关性.  

1  材料和方法

1.1 材料 选择2011-01/2014-12郑州大学第一

附属医院经手术切除的胰腺癌组织标本及对

照的癌旁组织标本各70例. 所有标本术前未经

放疗、化疗及免疫治疗, 且经2名病理医师证

实均为胰腺导管腺癌. 标本均经常规固定后规

范取材, 切片厚度为3 μm. 70例胰腺癌病例中, 
男性48例, 女性22例, 平均年龄36-81岁(57.4岁
±10.3岁). 肿瘤部位: 胰头40例, 胰体尾30例. 
病理分级: 高分化10例, 中分化44例, 低分化

16例. 临床分期: Ⅰ-Ⅱ期44例, Ⅲ期16例, Ⅳ期

10例. 有淋巴结转移38例, 无淋巴结转移32例. 
miR-135b探针购自丹麦Exiqon公司, 兔抗人
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■相关报道
目前已有研究证
实LZTS1在许多
恶性肿瘤中表达
减少, 即LZTS1作
为miR-135b的靶
基因对肿瘤的发
生发展密切相关, 
但对于其在胰腺
癌中的表达及作
用研究的甚少. 

LZTS1、β-catenin多克隆抗体分别购自北京博

奥森和美国Santa Cruz公司, 抗地高辛抗体、

NBT/BCIP等试剂购自武汉博士德公司, SP免
疫组织化学试剂盒及DAB显色剂等购自北京

中杉金桥生物技术有限公司. 
1.2 方法

1.2.1 锁定核酸原位杂交染色: 组织切片脱蜡脱

水, 于37 ℃蛋白酶K消化15 min, 漂洗后4%多

聚甲醛固定15 min, 53 ℃预杂交2 h后, 地高辛

标记的miR-135b探针(20 nmol/L)于53 ℃恒温

水浴锅中杂交过夜, 严格洗涤, 常温封闭30 min
后加抗地高辛抗体(1∶800)室温孵育2 h, NBT/
BCIP黑暗中显色2-8 h, 核固红复染、脱水、透

明及封片. 去除探针作为阴性对照. 
结果评分[22]: 以出现蓝色或蓝紫色颗粒为

阳性信号, 按阳性细胞数≥10%为1分, <10%为

0分, 按着色细胞染色强度分: 无表达或低表达

为0分, 中等强度或强表达为1分, 两项积分乘

积为0表示阴性(-), 1分为阳性(+).  
1.2.2 免疫组织化学SP法染色: 一抗均采用工

作液(LZTS1以1∶300稀释, β-catenin以1∶100
稀释), PBS作为阴性对照, 在相同条件下进行

SP染色. 按说明书步骤进行操作, 组织切片常

规脱蜡脱水, 经SP染色, 然后DAB显色、苏木

素复染、脱水、透明、封片. 结果评分[23]: 以
出现棕黄色颗粒为阳性信号, 按阳性细胞所占

百分比与着色强度进行评分: (1)按染色强度打

分: 0分为无色, 1分为淡黄色, 2分为棕黄色, 3
分为棕褐色; (2)按阳性细胞所占的百分比打

分: 0分为阴性, 1分为阳性细胞≤10%, 2分为

11%-50%, 3分为51%-75%, 4分为>75%. 染色

强度与阳性细胞百分比的乘积>3分为阳性(+), 
≤3分为阴性(-). 

统计学处理 应用SPSS17.0软件进行统计

分析, 癌组织与癌旁正常组织中miR-135b、
LZTS1及β-catenin的表达差异以及三者与患者

临床病理特征的关系采用χ2检验, 以及三者之

间的相关性采用Spearman相关分析, 检验水准

α = 0.05, P <0.05为差异具有统计学意义. 

2  结果

2.1 miR-135b、LZTS1及β-catenin蛋白在胰

腺癌及癌旁正常组织中的表达情况  原位杂

交结果显示 ,  蓝色或蓝紫色为阳性信号 ,  定
位于胞浆及部分胞核 ;  免疫组织化学结果

显示, LZTS1和β-catenin阳性显色呈棕黄色

或棕褐色 ,  定位于胞浆和胞膜 (图1) .  在胰

腺癌组织和癌旁正常组织中 ,  m i R-135b、
L Z T S1蛋白、β-c a t e n i n蛋白的阳性表达率

分别为[71.4%(50/70) v s  42.9%(30/70)]、
[ 3 4 . 3 % ( 2 4 / 7 0 )  v s  6 8 . 6 % ( 4 8 / 7 0 ) ]、
[34.3%(24/70) vs  74.3%(52/70)], 三者各自在胰

腺癌及癌旁组织中的表达水平差异均具有统

计学意义(P <0.05)(表1).  
2.2 miR-135b、LZTS1及β-catenin蛋白之间相

关性分析 Spearman相关分析显示, miR-15b与
LZTS1在胰腺癌组织中的表达水平呈负相关

(r  = -0.61, P <0.05), LZTS1与β-catenin在胰腺癌

中的表达水平呈正相关(r  = 0.37, P <0.05), miR-
135b与β-catenin在胰腺癌中的表达水平无相关

性(r  = 0.06, P >0.05)(表2). 
2.3 miR-135b、LZTS1和β-catenin蛋白表达水

平与胰腺癌临床病理参数的关系 miR-135b、
LZTS1及β-catenin表达水平与胰腺癌的临床分

期、淋巴结转移相关(均P <0.05), 与胰腺癌患

者年龄、性别、肿瘤部位及分化程度无关(均
P >0.05)(表3).  

3  讨论 

miRNAs是一类长度约21个核苷酸的非编码

单链小RNA分子, 能够通过与靶基因mRNA的

3'-非翻译区互补配对而降解或抑制靶基因表

达, 广泛存在于动植物中. 许多研究显示差异

表达的miRNAs在肿瘤中发挥着类似原癌基因

或抑癌基因的作用, 并能通过作用于下游靶基

因直接或间接影响相关的信号通路, 对肿瘤的

发生、发展以及转移产生重要的作用[24]. 目前

     
组织学类型

miR-135b LZTS1 β-catenin

+ - χ2值 P 值 + - χ2值 P 值 + - χ2值 P值

胰腺癌组织 50 20 11.67 0.001 24 46 16.47 0.000 24 46 22.57 0.000

癌旁正常组织 30 40 48 22 52 18

表  1  miR-135b、LZTS1和β-catenin在胰腺癌及癌旁正常组织中的表达比较
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■创新盘点
本文通过锁核原
位杂交技术和免
疫组织化学方法
分别检测了miR-
135b、LZTS1及
β-catenin蛋白在
胰腺癌中的表达, 
探讨对胰腺癌发
生发展的作用机
制 ,  为胰腺癌的
诊断及治疗提供
新的方向. 

已有研究表明miR-135b在非小细胞肺癌中高

表达, 通过下调下游靶基因LAST2而间接调控

Hippo信号, 促进肿瘤侵袭及转移[3]. Aakula等[13]

也报道miR-135b通过调控Era、AR和HIF1AN
表达, 促进乳腺癌和前列腺癌细胞的生长及侵

袭. 因此, miR-135b在多种肿瘤中表达上调, 通

过作用于下游靶基因而调控信号的转导, 参与

肿瘤的形成与发展.  
LZTS1基因是Ishii等[25]于1999年对原发

性食管癌进行研究时利用微卫星技术发现一

段全长约1.5 Mb, 位于人类染色体8p21.3的
D8S261位点附近的一段基因. 许多研究发现, 

A B

C D

E F

图  1  miR-135b、LZTS1及β-catenin在胰腺癌组织和癌旁正常组织中的表达. A: miR-135b在癌旁正常组织中阳性表达

(×400); B: miR-135b在癌组织中阳性表达(×200); C: LZTS1在癌旁正常组织中阳性表达(×400); D: LZTS1在癌组织中

阳性表达(×200); E: β-catenin在癌旁正常组织中阳性表达(×400); F: β-catenin在癌组织中阳性表达(×200).

     LZTS1 β-catenin

+ - P 值 r 值 + - P 值 r 值

miR-135b 0.000 -0.61 0.633 0.06

  +   8 42 18 32

  - 16   4   6 14

β-catenin 0.002   0.37

  + 14 10

  - 10 36

表  2  miR-135b、LZTS1和β-catenin三者之间的相关性分析
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■应用要点
本研究发现miR-
1 3 5 b 可 能 通 过
下 调 L Z T S 1 的
表 达 ,  间 接 促
进 上 皮 间 质 转
化 ( e p i t h e l i a l -
m e s e n c h y m a l 
transition, EMT)
并 激 活 W n t /
β-catenin信号通
路 ,  这为大家可
通过干预某一环
节防治胰腺癌提
供可能. 

LZTS1基因在人体的正常组织中广泛表达, 但
在50%以上的肿瘤细胞中表达下调或缺失, 因
此LZTS1在许多肿瘤的发生发展中发挥着重

要的作用. Lin等[3]、Olasz等[18]研究表明miR-
135b可通过直接下调下游LZTS1靶基因的表

达, 进而促进肿瘤的侵袭及转移, 研究[25-27]发

现, LZTS1-/-的癌细胞系转染LZTS1后, 细胞周

期阻滞于S-G2/M期, 推测LZTS1可能通过与

Cdk1的相互作用而控制cyclineB1/Cdk1复合物

在S-G2/M期的稳定性, 从而抑制细胞生长及肿

瘤形成. Wang等[2]研究表明了LZTS1通过上调

EMT相关分子: E-adherin、β-catenin在胞膜中

的表达, 从而抑制细胞转移. β-catenin作为连环

蛋白家族成员之一, 主要定位于细胞膜, 与细

胞膜上的E-adherin形成复合物, 维持细胞间的

黏附及细胞骨架的稳定性, 并减弱上皮细胞的

迁移能力. EMT发生可促进β-catenin在胞浆内

异常蓄积, 进而激活Wnt/β-catenin信号通路, 促
进肿瘤的发生、发展[28].  

为初步探讨m i R - 1 3 5 b、 L Z T S 1和
β-catenin在胰腺癌中的表达情况及与胰腺癌

临床病理特征的关系, 本研究结果显示, miR-
135b在胰腺癌组织中的表达明显高于癌旁正

常组织, LZTS1和β-catenin蛋白在胰腺癌组织

中的表达明显下降. Cao等[29]、J i等[30]研究表

明β-catenin在胰腺癌中的表达低于对照的正

常细胞, 在胰腺癌的发展中参与了重要的作

用. 同时miR-135b、LZTS1和β-catenin的阳性

表达水平均与胰腺癌的临床分期及淋巴结转

移密切相关, TNM分期越高、有淋巴结转移

时, miR-135b阳性表达率越高, 相反, LZTS1和
β-catenin的表达水平降低. 此外, 相比于中高

分化胰腺癌, 低分化胰腺癌中miR-135b水平

升高, 而LZTS1水平呈降低趋势, 提示高表达

的miR-135b作为癌基因及低表达的LZTS1作
为抑癌基因, 可能协同参与了胰腺癌的侵袭及

转移过程. 本研究还发现, miR-135b的表达水

平与LZTS1的表达水平呈负相关关系, 与Lin
等[3]的研究结果一致, 而LZTS1与β-catenin的
表达水平呈正相关关系, 因此我们推测在胰腺

癌中过表达的miR-135b可能通过直接负性调

控抑癌基因LZTS1的表达, 导致EMT相关分

子: E-adherin、β-catenin在胞膜中表达下降, 
β-catenin在胞浆中异常聚集, 促进EMT的发生

并激活Wnt/β-catenin信号通路, 促进胰腺癌的

发生发展, 但其具体的作用机制有待于进一步

     
病理参数 n

miR-135b LZTS1 β-catenin

+ -  χ2值 P 值 + - χ2值 P 值 + - χ2值 P 值

年龄(岁)   0.09 0.76  3.57 0.06   0.21  0.88

  <50 30 22   8 14 16 10 20

  ≥50 40 28 12 10 30 14 26

性别   0.03 0.87  0.70 0.41   0.06  0.80

  男 48 34 14 18 30 16 32

  女 22 16   6   6 16   8 14

肿瘤部位   0.58 0.45  1.35 0.25   1.35  0.24

  头 40 30 10 16 24 16 24

  体尾 30 20 10   8 22    8 22

分化程度    2.891  0.241   0.841  0.661    3.971    0.141

  高 10   6   4   4   6   6   4

  中 44 30 14 16 28 12 32

  低 16 14   2   4 12   6 10

临床分期    8.841 0.001 21.581  0.001  12.981   0.001

  Ⅰ-Ⅱ 44 26 18 24 20 22 22

  Ⅲ-Ⅳ 26 24   2   0 26   2 24

淋巴结转移 17.41 0.00 12.62 0.00 20.83  0.00

  有 38 35   3   6 32   4 34

  无 32 15 17 18 14 20 12

表  3  miR-135b和LZTS1的表达水平与胰腺癌临床病理参数的关系

1确切概率法.
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■名词解释
上 皮 间 质 转 化
(EMT): 指上皮细
胞在形态学上发
生向间(充)质细
胞表型的转化并
获得迁移的能力, 
是正常发育、伤
口愈合以及恶性
上皮肿瘤发生的
基础. 

的研究与验证, 从而为胰腺癌疾病的诊断及临

床治疗开辟新的思路. 
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