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Abstract 
BACKGROUND
Pancreatic acinar cell proliferation and apoptosis are closely 
related to the development of acute pancreatitis (AP). 
MicroRMAs (miRNAs) participate in cell proliferation 
and apoptosis by regulating target gene expression, and 
identification of miRNA molecules related to pancreatic 
acinar cell proliferation and apoptosis is important for 
clinical diagnosis and treatment of AP.

AIM
To investigate the effect of miRNA-7a-5p on the pro-
liferation and apoptosis of acinar cells in AP and the 
underlying mechanism. 

METHODS
A caerulin-induced AP model was constructed using 
pancreatitis acinar AR42J cells. qRT-PCR and Western 
blot were used to detect the expression of miR-7a-5p 
and protein inhibitor of activated signal transducer and 
activator of transcription 1 (PIAS1) in control AR42J cells 
and cerulein induced AR42J cells. After anti-miR-7a-5p 
and pcDNA-PIAS1 were transfected into AR42J cells, the 
proliferation of AR42J cells was detected by MTT assay, 
and the apoptosis of AR42J cells was detected by flow 
cytometry. The luciferase reporter system was used to 
detect the targeted regulation of PIAS1 gene by miR-7a-
5p, and Western blot was used to detect the regulation 
of PIAS1 protein expression by miR-7a-5p. To silence 
PIAS1 expression by RNA interference, si-PIAS1 and 
its negative control plasmid were transfected into anti-
miR-7a-5p treated AR42J cells, and the proliferation and 
apoptosis of AR42J cells were detected. 

miR-7a-5p对急性胰腺炎腺泡细胞增殖、凋亡的影响及
机制

楼一波, 王晓华, 傅志成
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RESULTS
Compared with control AR42J cells, the expression level 
of miR-7a-5p was significantly increased in cerulein 
induced AR42J cells (P < 0.05), and the expression of 
PIAS1 protein was significantly decreased (P < 0.05). 
Inhibition of miR-7a-5p expression promoted proliferation 
and inhibited apoptosis of AR42J cells. MiR-7a-5p could 
negatively regulate the expression of its target gene 
PIAS1. Overexpression of PIAS1 promoted proliferation 
and inhibited apoptosis of AR42J cells. Compared 
with the anti-miR-7a-5p + si-NC group, the activity of 
AR42J cells in the anti-miR-7a-5p + si-PIAS1 group was 
significantly decreased (P < 0.05), and the apoptosis rate 
was significantly increased (P < 0.05).   

CONCLUSION
MiR-7a-5p can promote the apoptosis of acinar cells and 
reduce the proliferation of cells in AP by inhibiting the 
expression of PIAS1. 

© The Author(s) 2019. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.

Key Words: MiR-7a-5p; Acute pancreatitis; Pancreatic acinar 
cells; Proliferation; Apoptosis
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摘要
背景
胰腺腺泡细胞增殖及凋亡与急性胰腺炎(acute pan-
creatitis, AP)发生密切相关, miRNA可通过调控靶基
因表达从而参与细胞增殖及凋亡过程, 因而寻找与
胰腺腺泡细胞增殖及凋亡相关的miRNA分子标志物
对临床诊断及治疗AP具有重要意义. 

目的
探讨微小RNA-7a-5p(miR-7a-5p)对AP腺泡细胞增
殖、凋亡的影响及机制. 

方法
构建雨蛙肽诱导的AP模型并收集胰腺炎腺泡细胞
AR42J(雨蛙肽组), 采用qRT-PCR与Western blot分别
检测未经雨蛙肽诱导的AR42J细胞(对照组)及雨蛙
肽组AR42J细胞中miR-7a-5p相对表达量及活化信
号转导和转录激活因子的蛋白抑制因子-1(protein 
inhibitor of activated signal transducer and activator of 
transcription 1, PIAS1)表达. 分别将anti-miR-7a-5p、
pcDNA-PIAS1转染至雨蛙肽组AR42J细胞, 采用MTT
法检测AR42J细胞增殖能力, 流式细胞术检测AR42J

细胞凋亡. 荧光素酶报告系统检测miR-7a-5p对PIAS1
基因的靶向调控作用, 并采用Western blot检测miR-
7a-5p对PIAS1蛋白表达的调控作用. 采用RNA干扰
技术沉默PIAS1表达(si-PIAS1组), 分别将si-PIAS1及
其阴性对照转染至anti-miR-7a-5p组AR42J细胞, 观察
AR42J细胞增殖及凋亡能力. 

结果 
与对照组相比, 雨蛙肽组AR42J细胞中miR-7a-5p表
达水平显著升高(P <0.05), PIAS1蛋白表达显著降低
(P <0.05); 抑制miR-7a-5p表达可促进胰腺炎腺泡细
胞AR42J增殖并抑制其凋亡; miR-7a-5p可负向调控
靶基因PIAS1表达; PIAS1过表达可促进AR42J细胞
增殖并抑制其凋亡; 与anti-miR-7a-5p+si-NC组相比, 
anti-miR-7a-5p+si-PIAS1组AR42J细胞活性显著降低
(P<0.05), 细胞凋亡率显著升高(P<0.05). 

结论
miR-7a-5p可通过抑制PIAS1表达进而促进AP腺泡细
胞凋亡并降低细胞增殖能力. 

© The Author(s) 2019. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.
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核心提要: 本研究采用雨蛙肽处理AR42J细胞构建急性

胰腺炎(acute pancreatitis, AP)细胞模型,分析miR-7a-5p对

胰腺炎细胞增殖及凋亡的影响,初步验证其作用靶基因,
为揭示AP发病机制及治疗方法奠定理论基础. 
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0  引言

急性胰腺炎(acute pancreatitis, AP)是临床常见疾病,胰
腺腺泡细胞增殖及凋亡与AP发生及发展密切相关[1-3]. 
因而寻找与胰腺腺泡细胞增殖及凋亡相关的分子标

志物对临床诊断及治疗AP具有重要意义. 微小RNA-
7a-5p(microRNA-7a-5p, miR-7a-5p)表达异常与缺血

性脑损伤密切相关, miR-7在重症急性胰腺炎(severe 
acute pancreatitis, SAP)和轻症急性胰腺炎(mild acute 
pancreatitis, MAP)患者血清中呈高表达[4,5]. 活化信号转

导和转录激活因子的蛋白抑制因子-1(protein inhibitor of 
activated signal transducer and activator of transcription 1, 
PIAS1)在AP腺泡细胞中呈低表达[6]. 雨蛙肽可刺激胆囊

收缩及胰酶分泌并可促使胰腺腺泡细胞凋亡导致组织



楼一波, 等. miR-7a-5p对急性胰腺炎腺泡细胞增殖、凋亡的影响及机制

2019-08-28|Volume 27|Issue 16|WCJD|https://www.wjgnet.com 993

损伤[7]. 但关于miR-7a-5p在AP中的表达及其对AP腺泡

细胞增殖、凋亡的影响尚未见报道. 因此, 本研究采用

雨蛙肽处理AR42J细胞构建AP细胞模型, 分析沉默miR-
7a-5p表达及PIAS1过表达对雨蛙肽刺激胰腺腺泡细胞

增殖及凋亡的影响, 为临床治疗AP及基础研究提供理

论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 大鼠胰腺AR42J腺泡细胞购自中国科学院上

海细胞库. 雨蛙肽购自美国Sigma公司; 胎牛血清(fetal 
bovine serum, FBS)、RPMI1640培养基、磷酸盐缓冲

液(phosphate buffer saline, PBS)及青链霉素均购自美国 
Gibco公司; Annexin V-FITC凋亡检测试剂盒、Trizol试
剂及Lipofectamine2000转染试剂均购自美国Invitrogen 
公司; PVDF膜购自美国Millipore公司; 兔抗鼠GAPDH
抗体、PIAS1抗体及辣根过氧化物酶(ho r se rad i sh 
peroxidase, HRP)标记的IgG二抗均购自武汉博士德生物

工程有限公司; BCA蛋白定量检测试剂盒、反转录试

剂盒均购自美国Thermo Fisher公司; miR-7a-5p mimic、
anti-miR-7a-5p及其各自阴性对照质粒均购自上海吉玛

基因公司; qRT-PCR试剂盒购自日本TaKaRa公司; 蛋白

裂解液购自上海生工生物工程有限公司; 荧光素酶活性

检测试剂盒及荧光素酶报告载体均购自北京原平皓生

物技术有限公司; pcDNA载体购自美国Addgene公司. 
1.2 方法

1.2.1 胰腺炎细胞模型的构建: 大鼠胰腺腺泡细胞AR42J
培养于RPMI1640培养基, 培养基含有10% FBS、青霉素

(100 U/mL)、链霉素(100 g/L), 常规培养细胞, 48 h更换培

养液. 收集AR42J细胞, 接种至6孔细胞培养板, 密度为1
×106个/孔, 当细胞贴壁生长后加入浓度为100 nmol/L的
雨蛙肽刺激细胞, 6 h后收集细胞上清液, 经酶联免疫吸

附法检测淀粉酶、白细胞介素-6(Interleukin-6, IL-6)及
肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)等炎性

因子表达水平, 结果显示雨蛙肽处理后炎性因子表达水

平显著高于对照细胞组, 提示建模成功[8]. 收集胰腺炎

腺泡细胞AR42J用于后续研究. 
1.2.2 细胞转染及分组: 未经雨蛙肽处理的AR42J细胞

为对照组, 经雨蛙肽处理的AR42J细胞为雨蛙肽组. 收
集雨蛙肽组对数生长期AR42J细胞接种于6孔板, 密度

为3×105个/孔, 待细胞融合至50%左右时(2 d), 以anti-
miR-NC和anti-miR-7a-5p分别与Lipofectamine2000转染

试剂混合加入不含FBS的RPMI 1640培养液, 即分别为

雨蛙肽组+anti-miR-NC组、雨蛙肽组+anti-miR-7a-5p组. 
分别将pcDNA、pcDNA-PIAS1转染至AR42J细胞, 即分

别为雨蛙肽+pcDNA组、雨蛙肽+pcDNA-PIAS1组. 转
染6 h后更换为完全培养基, 继续培养48 h, 收集细胞. 
1.2.3 qRT-PCR检测miR-7a-5p表达: 用1.5 mL试管收集

各组AR42J细胞, 利用离心机离心细胞, 弃上清, PBS洗
涤, 分别加入Trizol试剂1 mL提取总RNA, 测定RNA浓度

与纯度, 参照反转录试剂盒合成cDNA, 以cDNA为模板

进行qRT-PCR反应. PCR扩增条件为95 ℃ 5 min循环1次, 
95 ℃变性15 s, 60 ℃退火60 s, 72 ℃延伸30 s, 共循环40
次. miR-7a-5p以U6为内参基因, 采用2-ΔΔCt法分析数据. 
每组实验设置3次生物学重复. 
1.2.4 Western blot检测PIAS1蛋白表达: 收集各组AR42J
细胞, 加入蛋白裂解液提取总蛋白, 测定蛋白浓度及纯

度, 将SDS-PAGE电泳结束后将蛋白凝胶转移至PVDF
膜, 2 h后将其置于5%脱脂牛奶封闭液, 室温放置2 h, 加
入1000倍稀释的PIAS1一抗, 4 ℃孵育过夜, 次日采用

Tis-HCI缓冲液(TBST)洗膜, 清洗3次, 每次15 min, 放入

稀释2000倍二抗中, 室温反应2 h, TBST清洗, 加入ECL
显色, 置于Bio-Rad凝胶电泳成像仪中分析蛋白条带, 利
用Quantity One软件分析蛋白相对表达量, 每组实验设

置3次生物学重复. 
1.2.5 MTT检测细胞增殖: 取各组对数生长期AR42J细
胞, 培养液重悬细胞(1.5×105 /mL), 以每孔接种细胞体

积20 μL接种至96孔细胞培养板培养24 h, 每孔加入40 μL 
MTT溶液, 继续培养4 h, 每孔加入200 μL DMSO, 分别继

续培养24 h、48 h、72 h, 置于酶标仪检测各孔在波长为

490 nm时细胞光密度值(optical density, OD), OD值大小

表示细胞增殖能力, 实验设置3次重复, 求取平均值. 
1.2.6 流式细胞术检测细胞凋亡: 分别取各组AR42J细
胞, 制备重悬细胞, 接种于6孔细胞培养板(5×105个/孔), 
分别加入5 μL Annexin V-FITC, 室温避光孵育, 15 min后
加入5 μL PI染色液, 利用流式细胞仪检测细胞凋亡率. 
1.2.7 荧光素酶检测: 通过TargetScan、miRanda等生物

信息学软件预测PIAS1可能是miR-7a-5p的靶基因, 取
对数生长期AR42J细胞, 接种于96孔板(1.5×104个/孔), 
WT-PIAS1分别与miR-NC、miR-7a-5p mimics共转染; 
MUT-PIAS1分别与miR-NC、miR-7a-5p mimics共转染至

AR42J细胞, 继续培养24 h后收集细胞, 检测AR42J细胞

相对荧光素酶活性, 严格按照双荧光素酶活性检测试剂

盒说明书操作. 
统计学处理 采用统计学软件SPSS 21.0分析数据, 

应用GraphPad Prism7软件作图, 计量资料以mean±SD
表示, 两组间比较采用独立样本t检验, 多组间比较采用

单因素方差分析; 计数资料采用χ2
检验, 各组数据均以

P<0.05为差异具有统计学意义. 
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2  结果

2.1 AP模型检测 与对照组相比, 雨蛙肽组AR42J细胞上

清液中淀粉酶含量、TNF-α含量、IL-6含量均显著升

高(图1), 提示造模成功. 
2.2 miR-7a-5p和PIAS1在胰腺炎腺泡细胞AR42J中

的表达 对照组AR42J细胞中miR-7a-5p表达水平较

低, 雨蛙肽组AR42J细胞中miR-7a-5p表达水平显著

升高(P <0.05)(图1A). Western blot检测结果显示雨蛙

肽组AR42J细胞中PIAS1蛋白表达显著低于对照组

(P<0.05)(图1B、1C). 
2.3 抑制miR-7a-5p表达对胰腺炎腺泡细胞AR42J增殖的

影响 雨蛙肽+anti-miR-7a-5p组AR42J细胞中miR-7a-5p
表达水平显著降低(P<0.05),提示转染成功(图2A). 与对

照组相比, 雨蛙肽组AR42J细胞活性显著降低(P <0.05); 
与雨蛙肽+anti-miR-NC组相比, 雨蛙肽+anti-miR-7a-5p
组AR42J细胞活性显著升高(P <0.05)(图2B). 表明抑制

miR-7a-5p表达可促进胰腺炎腺泡细胞AR42J增殖. 
2.4 抑制miR-7a-5p表达对胰腺炎腺泡细胞AR42J凋亡的

影响 与对照组相比, 雨蛙肽组AR42J细胞凋亡率显著升

高(P<0.05), 雨蛙肽+anti-miR-7a-5p组AR42J细胞凋亡率

显著低于雨蛙肽+anti-miR-NC组(P<0.05)(图3). 结果表明

抑制miR-7a-5p表达可抑制胰腺炎腺泡细胞AR42J凋亡. 
2.5 miR-7a-5p靶向调控PIAS1的表达 共转染miR-7a-5p 
mimic与WT-PIAS1质粒后, 荧光强度相较于转染miR-7a-

5p对照质粒与WT-PIAS1质粒明显降低(P<0.05); 共转染

miR-7a-5p mimic与MUT-PIAS1质粒后, 荧光强度相较于

转染miR-7a-5p对照质粒与MUT-PIAS1质粒差异无统计

学意义(P>0.05). miR-7a-5p组胰腺炎腺泡细胞AR42J中
PIAS1蛋白表达水平较miR-NC组明显降低(P<0.05); anti-
miR-7a-5p组AR42J细胞中PIAS1蛋白表达水平较miR-
NC组明显升高(P<0.05)(图4). 结果表明PIAS1是miR-7a-
5p的靶基因, miR-7a-5p可负向调控PIAS1表达. 
2.6 P I A S1过表达对胰腺炎腺泡细胞A R42J增殖和

凋亡的影响 雨蛙肽+pcDNA-PIAS1组AR42J细胞中

PIAS1蛋白表达水平显著升高(P <0.05)(图5A、5B). 雨
蛙肽+pcDNA-PIAS1组AR42J细胞活性显著高于雨

蛙肽+pcDNA组(P <0.05), AR42J细胞凋亡率显著降低

(P<0.05)(图5C、5D). 
2.7 抑制PIAS1表达逆转了抑制miR-7a-5p表达对雨蛙肽

诱导的胰腺炎腺泡细胞AR42J增殖和凋亡的作用 anti-
miR-7a-5p+si-PIAS1组AR42J细胞活性低于anti-miR-7a-
5p+si-NC组(P<0.05), 细胞凋亡率明显升高(P<0.05)(图6). 
结果表明抑制PIAS1表达可逆转抑制miR-7a-5p表达对雨

蛙肽诱导的胰腺炎腺泡细胞AR42J增殖和凋亡的作用. 

3  讨论

胰腺腺泡细胞死亡方式为坏死时可造成重症胰腺炎, 若
胰腺腺泡细胞死亡方式为凋亡时可造成轻度胰腺炎[9,10]. 
AR42J细胞属于大鼠胰腺腺泡细胞瘤细胞, 具有利于培
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图  1  淀粉酶、TNF-α、IL-6含量. A: 雨蛙肽处理对AR42J细胞上清液中淀粉酶含量的影响; B: 雨蛙肽处理对AR42J细胞上清液中TNF-α含量

的影响; C: 雨蛙肽处理对AR42J细胞上清液中IL-6含量的影响. aP<0.05, 与对照组比较. TNF-α: 瘤坏死因子-α; IL-6: 白介素-6.
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泡细胞AR42J中的表达. aP<0.05, 与对照组比较. PIAS1: 活化信号转导和转录激活因子的蛋白抑制因子-1.
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养、转染效率高及刺激反应敏感性较大等优点[11]. 故
此本研究选用AR42J细胞为研究对象. 既往研究发现

miRNA对AP早期诊断及评估病情进展均具有应用价

值[12]. 本研究旨在揭示AP发生及发展过程中的作用机

制, 为临床治疗胰腺炎提供新方向. 
本研究结果显示雨蛙肽组AR42J细胞中miR-7a-5p表

达水平显著升高, 研究表明AP患者血清中miR-7表达水

平明显升高并可用于早期诊断AP及评估疾病进展[13,14]. 
Ballegaard等[15]研究报道指出miR-7可作为全身性炎症的

标志物. 本研究结果与上述文献报道结果相似, 研究报道

指出胰腺腺泡细胞增殖并抑制其凋亡可降低体内炎症

反应, miR-7可减轻脑出血大鼠脑炎症[16,17]. Cao等[18]研

究发现长非编码RNA SNHG1通过调节miR-7/NLRP3途
径促进帕金森病神经炎症. 提示miR-7a-5p表达水平异

常升高可能引发AP. 本研究发现雨蛙肽组AR42J细胞活

力显著低于对照组, 细胞凋亡率升高, 抑制miR-7a-5p表
达可促进AR42J细胞增殖并抑制细胞凋亡. 分析原因可

能为抑制miR-7a-5p表达可通过减少AR42J细胞凋亡进

而缓解AP炎症反应. 提示miR-7a-5p表达水平升高可能

通过促进AR42J细胞凋亡进而加重AP炎症反应. 本研究

进一步探究miR-7a-5p在AP发生过程中的作用机制, 靶
基因预测显示PIAS1可能为miR-7a-5p的靶基因, 双荧光

素酶报告实验证明miR-7a-5p可靶向结合PIAS1, 并可负

向调控PIAS1表达, 研究表明PIAS1在AP大鼠中呈低表

达并与疾病严重程度呈负相关, 进一步分析发现PIAS1
可通过调控STAT1等多种信号通路进而发挥抑制炎症

作用[19,20]. 与上述研究报道结果相似, 本研究结果显示

雨蛙肽组AR42J细胞中PIAS1表达降低, 说明PIAS1在雨

蛙肽诱导的AP模型AR42J细胞中呈低表达. 探究AP发
病机制发现炎症介质大量释放是引起全身炎症综合反

应特征及患者死亡的主要原因[21,22]. Chen等[23]研究显示

PIAS1可直接调控MAPK信号转导途径进而参与疾病发

生及发展过程. 本研究结果发现PIAS1过表达可促进胰

腺炎腺泡细胞AR42J增殖并抑制其凋亡, 分析原因可能

为PIAS1水平升高增强其对MAPK信号转导途径的抑制

作用而抑制炎症介质释放进而降低炎症反应, 但关于其

是否通过MAPK信号转导途径发挥作用需深入探究. 
综上所述, miR-7a-5p在AR42J细胞中呈高表达并可

促进细胞凋亡、抑制细胞增殖, 本研究发现并证实miR-
7a-5p可通过负向调控靶基因PIAS1表达进而促进AP发
生及发展, 但关于其具体作用机制仍需进一步探索, 可
为miR-7a-5p在AP发病机制中的研究及AP治疗提供理

论基础. 

文章亮点

实验背景 

急性胰腺炎(acute pancreatitis, AP)发病率逐年升高,严重

影响患者生活质量, 目前关于AP发病机制尚未完全阐明, 
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图  3  抑制miR-7a-5p表达对胰腺炎腺泡细胞AR42J增殖的影响. A: miR-7a-5p相对表达量; B: 抑制miR-7a-5p表达对胰腺炎腺泡细胞AR42J增

殖的影响. aP<0.05, 与对照组比较; cP<0.05, 与雨蛙肽+anti-miR-NC组比较.
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miRNA作为内源性非编码小RNA分子广泛分布于多种

组织或器官中, 其异常表达可参与多种疾病发生及发展

过程, 本研究试图寻找miRNA与AP发生及发展的相关性, 
揭示其潜在作用机制, 为临床研发治疗药物或制定治疗

方案提供依据. 

实验动机

本研究主题为揭示miR-7a-5p与AP发生及发展的相关性

及其潜在作用机制, 拟解决的问题是为揭示AP致病机制

提供新方向, 为进一步揭示AP致病机制提供理论依据. 

实验目标

本研究主要目标是揭示miR-7a-5p与活化信号转导和转

录激活因子的蛋白抑制因子-1(protein inhibitor of activated 
signal transducer and activator of transcription 1, PIAS1)在AP
致病机制的靶向关系, 可为下一步体内动物实验研究奠

定基础, 对临床提高AP治疗效果提供参考. 

实验方法

本研究选用雨蛙肽素构建AP模型, 检测胰腺炎细胞中

miR-7a-5p与PIAS1表达水平, 检测抑制miR-7a-5p表达及

PIAS1过表达对细胞增殖、凋亡的影响, 双荧光素酶报告

基因检测miR-7a-5p与PIAS1的靶向作用. 在胰腺炎细胞

中首次验证miR-7a-5p与PIAS1的靶向关系. 

实验结果

本研究证实胰腺炎细胞中miR-7a-5p表达升高, PIAS1表
达降低, 抑制miR-7a-5p表达或PIAS1过表达可抑制细胞

凋亡, 双荧光素酶报告基因证实miR-7a-5p可负向调控靶

基因PIAS1的表达活性, 抑制PIAS1表达可逆转抑制miR-

7a-5p表达对细胞增殖及凋亡的作用. 

实验结论

本研究首次发现miR-7a-5p与PIAS1的靶向调控关系; 首
次提出miR-7a-5p可负向调控PIAS1表达而参与胰腺细胞

增殖及凋亡过程; 为miRNA与AP致病机制的细胞学基础

提供新理论; 针对miR-7a-5p与AP的相关性可进一步进行

体内实验, 还需研究其与相关信号通路的作用关系, 构
建整体调控网络; 证实AP中miR-7a-5p可靶向负性调控

PIAS1的表达, 为未来研究提供理论依据.

 
展望前景

经验教训: 选用适宜浓度的雨蛙肽构建AP模型, 收集细

胞及处理细胞时需谨慎小心, 避免失误, 减少失误; 未
来方向: 体内实验研究, 寻找miR-7a-5p上游调控基因

LncRNA或circRNA; 最佳方法: 细胞实验, 体内实验, 测序

分析. 
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