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胰腺癌组织高表达血小板反应蛋白2的预后意义及其对癌细胞增殖和迁

移的影响

杨柳，罗黔(泸州市人民医院肝胆外科，四川 泸州 646000)

[摘 要] 目的：探索血小板反应蛋白2（thrombospondin 2，THBS2）表达对胰腺癌患者的预后意义及对胰腺癌ASPC-1细胞增殖和

迁移的影响，并探讨可能的分子机制。方法：利用数据库分析THBS2在胰腺癌组织中的表达情况及其对患者整体生存率的影

响。Wb实验检测THBS2在胰腺癌ASPC-1细胞中的表达，RNA干扰技术敲低ASPC-1细胞中THBS2的表达后，采用MTT实验

以及Transwell实验检测敲低THBS2对于细胞增殖和迁移能力的影响；Wb技术检测对ASPC-1细胞中MMP、E-钙黏蛋白、AKT以

及PI3K蛋白表达的影响。结果：THBS2在胰腺癌组织中的表达显著高于正常胰腺组织中的表达(P<0.01)，且THBS2的高表达

会导致胰腺癌患者整体生存率的下降。THBS2在ASPC-1细胞中表达上调，干扰THBS2的表达后ASPC-1细胞的增殖(P<0.01)和

迁移能力(P<0.01)均显著下降，细胞内AKT以及PI3K的表达显著下调(P<0.01)。结论：THBS2在胰腺癌组织和细胞中高表达，

且与患者的预后情况呈负相关，其机制可能是通过调控AKT/PI3K信号通路而调节ASPC-1细胞的增殖和迁移。
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Prognostic significance of high expression of thrombospondin 2 in pancreatic can-
cer and its effect on proliferation and migration of cancer cells

YANG Liu, LUO Qian (Department of Hepatobiliary Surgery, Luzhou People’s Hospital, Luzhou 646000, Sichuan, China)

[Abstract] Objective:To explore the prognostic significance of thrombospondin 2 (THBS2) expression and its effects on the prolifera-

tion and migration of pancreatic cancer ASPC-1 cells for patients with pancreatic cancer, and to investigate its possible molecular mech-

anism. Methods: The expression of THBS2 in pancreatic cancer tissues and its effects on overall survival rate in patients were analyzed

by online database. THBS2 expression in pancreatic cancer ASPC-1 cells was detected by Western Blotting; RNA interference was used

to knockdown the expression of THBS2 in ASPC-1 cells, and then the effects of THBS2 knockdown on cell proliferation and migration

were detected by MTT and Transwell assays, while its effects on protein expression levels (MMP, E-cadherin, AKT and PI3K) were de-

tected by Wb. Results: Expression of THBS2 in pancreatic cancer tissues was significantly higher than that in normal pancreatic tissues

(P<0.01), and the high expression of THBS2 could lead to the decrease of overall survival rate in pancreatic cancer patients. The expres-

sion of THBS2 in pancreatic cancer cell lines was significantly up-regulated; however, after interference on the expression of THBS2,

the proliferation (P<0.01) and migration ability (P<0.01) of ASPC-1 cells were significantly decreased, and the expression of AKT and

PI3K in cells was significantly down-regulated (P<0.01). Conclusion: THBS2 is highly expressed in pancreatic cancer tissues and cells,

and is negatively correlated with the prognosis of patients. The mechanism is possibly related with the proliferation and migration of

ASPC-1 cells that regulated by AKT/PI3K signaling pathway.
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胰腺癌作为一种常见的恶性消化系统肿瘤，患

者平均生存期仅为 3~6个月，5年生存率不足 5%[1-4]。

目前已知基因突变、遗传、饮食以及环境等因素会导

致胰腺癌的发生[5-6]，但具体发生及发展的分子机制

有待进一步探索。血小板反应蛋白 2（thrombospon-

din 2，THBS2/TSP2）是血小板反应蛋白家族的一

员[7]。早期研究[8-10]表明，THBS2基因与冠状动脉粥

样硬化、肝脏疾病以及慢性肾病密切相关。在结直

肠癌以及肺癌中，THBS2基因的表达显著上调，并且

导致结直肠癌患者的预后变差[11-13]。其作为TWIST2

的一个下游基因，能够促进子宫颈癌的转移[14]。TH-

BS2在胃癌中的作用存在一定的争议，有报道称TH-
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BS2基因在胃癌中表达上调，且会导致细胞的迁移能

力增强[15-17]，但也有研究显示THBS2基因在胃癌组织

中表达下调[18]。目前THBS2在胰腺癌中的表达以及

作用尚不清楚，本研究在数据库分析的基础上，探讨

THBS2基因对胰腺癌细胞增殖、迁移能力的影响及

其可能的分子机制。

1 材料与方法

1.1 主要材料与试剂

人正常胰腺导管上皮细胞HPDE以及人胰腺癌

细胞系HPAC、ASPC-1、PANC-1均购自美国ATCC细

胞库，1640 RPMI 以及 DMEM 基础培养基、胰蛋白

酶、小牛血清均购自 Invitrogen公司，RIPA裂解液、蛋

白酶体抑制剂、蛋白浓度测定试剂盒、GAPDH抗体

均购自碧云天公司，THBS2抗体、MMP2抗体、MMP7

抗体、E-Cadherin抗体、AKT抗体以及PI3K抗体均购

自Abcam公司，WB二抗购自Thermo Fisher公司，干

扰引物购自上海生工，PLKO.1载体质粒及慢病毒包

装质粒购自Thermo Fisher公司。

1.2 数据库分析THBS2在胰腺癌组织中的表达及

其对预后的影响

本研究前期使用Oncomine（网址https://www.on-

comine.org）数据库对THBS2在胰腺癌中的表达进行

分析。后使用R2基因组分析和可视化平台（网址：

http://hgserver1.amc.nl/cgi-bin/r2/main.cgi?&species=

hs）对于THBS2基因表达对胰腺癌患者整体生存率

的影响进行分析。

1.3 THBS2干扰质粒构建

取PLKO.1载体质粒4 000 ng，Age I以及BamH I

双酶切后，进行切胶回收。取THBS2基因的上游干

扰引物和下游干扰引物各 5 μl，加水 40 μl，混匀后放

入盛有沸水的烧杯中，待其自然降至常温后，吸取 5

μl退火后引物，加入 0.5 μl酶切载体，使用T4连接酶

体系 16 ℃连接过夜后，大肠杆菌转化挑取单克隆测

序。对测序结果进行序列对比，选取测序完全匹配

的单克隆，扩大培养提取THBS2干扰质粒。

1.4 慢病毒制备

实验分为 3 组：NC 组 , shTHBS2-1#组及 shTH-

BS2-2#组，实验组分别取构建好的干扰质粒 shTH-

BS2-1#或 shTHBS2-2#以及慢病毒包装质粒各 300

ng，NC组加入空载体，之后加入 0.2 ml的OPTI培养

基中混匀。取脂质体 2000 3 μl，加入到 0.2 ml的OP-

TI培养基中，轻柔混匀，静置5 min后，与含有质粒的

OPTI 培养基相互混匀，静置 20 min，与消化成悬的

293FT细胞混匀，加入六孔板中。培养6~8 h，移除培

养基，换温浴的 293FT细胞培养基。48 h后，吸取培

养基，3 000 r/min离心 5 min，吸取上清分装到 1.5ml

离心管中，冻存到-80℃冰箱，备用。

1.5 慢病毒感染细胞

取生长良好的人胰腺癌 ASPC-1细胞，胰酶消化

均匀分盘，保证每盘细胞密度在 30%左右。待细胞

贴壁后，慢病毒与培养基 1:1 混合，加入培养皿中。

24 h后，移除培养基，再次感染。进行两次感染后，换

含有嘌呤霉素的培养基对细胞进行筛选。筛选后的

阳性细胞即可扩大培养，用于后期实验。qPCR以及

Wb检测干扰效率。

1.6 MTT实验检测干扰THBS2表达对ASPC-1细胞

增殖能力的影响

分别收集各组（NC 组 , shTHBS2-1#组及 shTH-

BS2-2#组）细胞，制备成单细胞悬液，接种于 96孔板

内，每孔 1 000 个细胞，每组细胞设置 3 个重复。

37 ℃、5% CO2培养24 h，每孔加入20 μl浓度为 5 mg/ml

的MTT溶液。37 ℃培养2 h，吸除培养基，每孔加入

200 μl DMSO 溶剂，振荡 10 min 使结晶物完全溶解

后，使用酶标仪测量各组在 560 nm波长条件下光密

度(D)值，每间隔一天测量一次，以D值大小表征细胞

增殖水平，绘制成生长曲线。

1.7 Transwell实验检测干扰THBS2表达对ASPC-1

细胞迁移能力的影响

取各组细胞，经胰酶消化离心沉淀后，悬于新鲜

的培养基中，使用血球计数板进行计数，每个小室中

加入3×104个细胞，小室内加入含1%血清的培养基，

下层加入含 10%血清的培养基，并保持上下液面在

同一高度。37 ℃培养箱培养16 h后，取出小室，移除

上层及下层培养基，擦除小室内细胞，PBS清洗一次。

置入4%多聚甲醛溶液中固定20 min，PBS清洗两次，

置于结晶紫溶液中染色 30 min，PBS清洗干净后，显

微镜下观察并拍照，计数穿膜细胞。

1.8 Wb实验检测干扰THBS2表达对ASPC-1细胞

中部分蛋白表达的影响

胰酶消化各组细胞，离心沉淀移除上清，并使用

PBS重新成悬清洗，离心沉淀细胞。向细胞沉淀中加

入适量的含有 1% 的蛋白酶体抑制剂的 RIPA 裂解

液，冰上裂解 30 min，离心吸取上清。使用蛋白浓度

测定试剂盒，测定各组蛋白浓度。每组上样40 ng，使

用10% SDS-PAGE分离蛋白，将蛋白转印到PVDF膜

上，将 PVDF膜置于含有 5%脱脂牛奶的TBST中室

温封闭1 h。TBST清洗3次，加入稀释后的一抗，4℃

孵育过夜。次日使用TBST溶液清洗 3次后，室温孵

育对应种属的二抗1 h。TBST溶液清洗3次，利用成

像仪采集图像。以GAPDH蛋白表达量作为内参，根

据曝光所得图片灰度值计算各组蛋白相对表达量。
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1.9 统计学处理

采用 Graphpad Prism5 软件对数据进行统计分

析。所有实验均重复 3次，数据以`x±s表示，两组间

数据比较采用 t检验，以P<0.05或P<0.01表示差异具

有统计学意义。

2 结 果

2.1 HBS2在胰腺癌组织中高表达且对预后有不良影响

通过分析 Oncomine 数据库中 Lacobuzio-Dona-

hue和Badea芯片数据发现，相对于正常胰腺组织而

言，THBS2在胰腺癌组织中的表达量显著上调，分别

达到正常组织的 6.682倍以及 16.427倍（均P＜0.01，

图1）。同时，通过分析R2子数据库Yeh-132以及TC-

GA-178发现，相对于低表达THBS2的胰腺癌患者而

言，高表达THBS2的胰腺癌患者，同一时期的整体生

存率相对较低（图2）。

A：THBS2 expression in Lacobuzio-Donahue pancreas；B：THBS2 expression in Badea pancreas

图1 THBS2在胰腺癌组织中表达量上调

Fig.1 Expression of THBS2 was up-regulated in pancreas cancer tissue

A: Survival curve for pancreatic cancer patients in Pancreatic adenocarcinoma - TCGA – 178 database;

B: Survival curve for pancreatic cancer patients in Pancreatic ductal adenocarcinoma - Yeh - 132 database

图2 THBS2的表达与患者生存率负相关

Fig.2 THBS2 expression was negatively correlated with pancreatic patient survival rate

2.2 THBS2在胰腺癌细胞系中呈高表达

Wb检测结果（图 3）显示，在 3种胰腺癌细胞系

HPAC、ASPC-1及PANC-1中，THBS2表达均显著高

于；而在正常胰腺导管上皮细胞 HPDE（4.50±0.23、

4.79 ± 0.30、5.28 ± 0.18 vs 1.09 ± 0.09, P<0.01)。选取

THBS2表达水平最高的ASPC-1细胞进行后续实验。

2.3 敲低THBS2能显著抑制ASPC-1细胞的增殖

在高表达THBS2的胰腺癌细胞系ASPC-1中使

用RNA干扰技术，敲低THBS2的表达。通过荧光定

量 PCR以及WB检测敲低效率，结果表明所构建的

两个THBS2敲低载体能够显著敲低THBS2的表达

（图 4）。通过测定 MTT生长曲线发现，感染第 5 天

时，shTHBS2-1#和 shTHBS2-2#组细胞的增殖水平显

著低于对照组，说明敲低 THBS2 能够显著抑制
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ASPC-1细胞的增殖（图5）。

The bands of proteins in Western blotting image

图3 THBS2在胰腺癌细胞系中表达量上调

Fig.3 THBS2 was up-regulated in pancreas cancer cell lines

** P<0.01

A: The bands of proteins in Wb image;

B: Statistical histograms of proteins

图4 THBS2干扰载体能够在ASPC-1细胞中

下调THBS2的表达

Fig. 4 Expression of THBS2 was down-regulated in ASPC-1

cells by THBS2 intervention vectors

2.4 敲低THBS2能够显著抑制ASPC-1细胞的迁移

Transwell 迁移实验检测结果（图 6）表明，培养

16 h后，shTHBS2-1#组合 shTHBS2-2#组的穿膜细胞

数明显低于对照组[（89.67±10.49）、（66.33±12.66）vs

（254±37.67）个，均P<0.0.1]，说明敲低THBS2能够有

效地抑制ASPC-1细胞的迁移能力。

**P<0.01 vs shTHBS2-1# or shTHBS2-2# group

图5 敲低THBS2能够抑制ASPC-1细胞的增殖

Fig. 5 Knockdown of THBS2 inhibited the proliferation of

ASPC-1 cells

2.5 敲低THBS2能够下调ASPC-1细胞迁移相关蛋

白的表达

采用 Wb 技术检测与迁移相关的蛋白 MMP2、

MMP7 以及 E-cadherin 的表达。结果表明，在敲低

THBS2的表达后，MMP2以及MMP7蛋白的表达显

著下调，E-Cadherin的表达显著上调（图7）。

**P<0.01

A: Transwell cell image(×400); B:Statistical histograms of cell number

图6 敲低THBS2能够抑制ASPC-1细胞的迁移能力

Fig.6 Knockdown of THBS2 inhibited migration of ASPC-1 cells

2.6 敲低THBS2抑制AKT信号通路相关蛋白的表达

由于AKT信号通路在细胞增殖以及迁移方面发

挥着十分重要的作用。在敲低THBS2的表达之后，

通过WB检测了AKT信号通路的相关蛋白AKT以及

PI3K的表达。结果（图 8）表明，敲低THBS2会显著

下调AKT以及PI3K的表达。以上实验结果表明TH-

BS2可能通过调控AKT信号通路，从而调控ASPC-1

的生物学行为。
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3 讨 论

肿瘤的特异性标志蛋白在其诊断和治疗过程中

起着十分重要的作用。临床上，不仅可以通过标志

蛋白表达情况评估患者的预后情况，还能针对其制

定相应的治疗手段，以达到最佳的治疗效果。近年

的多项研究[11-14]发现，THBS2基因在包括结直肠癌、

肺癌以及子宫颈癌中高表达，并会导致病人的预后

情况变差。虽然在胃癌中存在一些争议性的研

究[15-18]，但THBS2基因仍有望成为多种肿瘤的标志物

之一。THBS2 在多种肿瘤中发挥着重要的调控作

用，但其在胰腺癌中的作用有待探究。

**P<0.01

A：The bands of proteins in Wb image; B：Statistical histograms of proteins

图7 敲低THBS2能够下调MMPs同时上调E-钙黏蛋白的表达

Fig.7 Knockdown of THBS2 could down-regulate MMPs and up-regulate E-cadherin

**P<0.01

A: The bands of proteins in Wb image; B: Statistical histograms of proteins

图8 敲低THBS2能够抑制AKT以及PI3K的表达

Fig.8 Knockdown of THBS2 inhibited the expression of AKT and PI3K

本研究首先通过Oncomine以及R2数据库分析

发现，THBS2在胰腺癌组织中的表达远远高于其在

正常胰腺组织中的表达，且其表达量与病人的整体

生存率呈负相关关系。WB分析发现THBS2在胰腺

癌细胞系中的表达远远高于其在正常胰腺导管上皮

细胞中的表达。敲低THBS2的表达，会显著会使细

胞增殖能力以及迁移能力显著降低，以上实验表明

THBS2 可能是胰腺癌发生发展相关的的一个癌基

因。

肿瘤细胞的迁移能力主要受到MMP蛋白家族

以及钙黏蛋白的调节。其中MMP蛋白即基质金属

蛋白酶家族，能够分解细胞外基质并且参与信号的

传导，其主要参与细胞的迁移和侵袭，在多种肿瘤细

胞中的表达均显著上调[19-21]。钙黏蛋白表达的缺失，

会导致肿瘤细胞的粘附能力下降，进而转移扩散到

周围组织[22-23]。本研究发现，在干扰 THBS2 后，

MMP2以及MMP9蛋白的表达量显著下调，而E-钙

黏蛋白的表达量则明显上调。

AKT/PI3K信号通路参与细胞的多种生理活动。

其可通过调控细胞周期蛋白以及细胞周期蛋白依耐
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性激酶的表达，从而调控细胞的增殖[24-26]。同时其能

通过抑制P53的表达，从而抑制细胞凋亡[27-28]。不仅

如此，AKT/PI3K信号通路还能通过调控MMP蛋白

以及钙黏蛋白的表达从而调控细胞的迁移能力[29-31]。

进一步的研究发现，THBS2的下调会导致AKT/PI3K

信号通路相关蛋白AKT以及PI3K的下调，从而调节

细胞的增殖以及迁移等多项生理活动。但其具体的

调节过程以及方式仍待进一步探索。

本研究从生物信息数据库中临床数据分析着

手，发现THBS2基因在胰腺癌中可能发挥着癌基因

的功能。进一步通过实验研究发现其主要参与AKT/

PI3K信号通过的调控，从而影响胰腺癌细胞的增殖

以及迁移能力，为胰腺癌的靶向治疗提供了一定的

理论参考。
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