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[摘 要] 目的：探讨miR-192-5p靶向E盒锌指结合同源框 2（ZEB2）对胰腺癌PANC-1细胞增殖、迁移、侵袭和上皮间质转化

（EMT）的影响及其作用机制。方法：利用TCGA数据库数据分析miR-192-5p和ZEB2在胰腺癌组织中的表达及两者的相关性。

采用qPCR法和WB法分别检测人正常胰腺上皮细胞HPNE和胰腺癌PANC-1细胞中miR-192-5p和ZEB2的表达水平。利用脂质

体转染技术转染PANC-1细胞，实验分为miR-192-5p mimic组、Mimic NC组、miR-192-5p inhibitor组、Inhibitor NC组、Mimic NC+

pcDNA3.1 组、miR-192-5p mimic+pcDNA3.1 组、miR-192-5p mimic+pcDNA3.1-ZEB2 组。CCK-8 法、克隆形成、划痕愈合、

Transwell实验分别检测转染PANC-1细胞的增殖、克隆形成、迁移和侵袭能力。qPCR法、WB法、双重免疫荧光实验检测PANC-1

细胞中ZEB2、E-cadherin、vimentin的表达水平。通过生物信息学网站预测miR-192-5p的靶基因，并利用双荧光素酶报告基因实

验验证miR-192-5p对靶基因的调控作用。结果：胰腺癌组织中ZEB2的表达显著高于正常胰腺组织（P<0.01），且胰腺癌组织中

miR-192-5p和ZEB2表达呈负相关（r=-0.419，P<0.01）。与HPNE细胞比较，PANC-1细胞中miR-192-5p低表达、ZEB2蛋白高表

达（均P<0.01）。miR-192-5p过表达后，PANC-1细胞增殖、克隆形成、迁移和侵袭能力均显著降低，E-cadherin的mRNA和蛋白表

达均上调、vimentin和ZEB2 mRNA和蛋白表达均下调；而抑制miR-192-5p后得到了相反的结果（P<0.05或P<0.01）。miR-192-5p

靶向调控ZEB2的表达，过表达ZEB2可部分逆转上调miR-192-5p对PANC-1细胞增殖、迁移、侵袭和EMT进程的抑制作用。结

论：miR-192-5p通过靶向ZEB2调控胰腺癌PANC-1细胞的恶性生物学行为。

[关键词] 胰腺癌；miR-192-5p；E 盒锌指结合同源框2；PANC-1细胞；增殖；迁移；侵袭；上皮间质转化

[中图分类号] R735.9；R730.2 [文献标识码] A [文章编号] 1007-385x（2022）10-0879-10
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[Abstract] Objective: To investigate the effect and mechanism of miR-192-5p targeting ZEB2 (zinc finger E-box binding homeobox 2)

on the proliferation, migration, invasion and EMT (epithelial-mesenchymal transition) of pancreatic cancer PANC-1 cells. Methods:

The TCGA database was used to analyze the expression of miR-192-5p and ZEB2 as well as their correlation in pancreatic cancer tissue.

The expression levels of miR-192-5p and ZEB2 were detected by qPCR and WB in human normal pancreatic epithelial HPNE cells and

pancreatic cancer PANC-1 cells. PANC-1 cells were transfected with liposome, and divided into miR-192-5p mimic group, Mimic NC

group, miR-192-5p inhibitor group, Inhibitor NC group, Mimic NC+pcDNA3.1 group, miR-192-5p mimic+pcDNA3.1 group, and

miR-192-5p mimic+pcDNA3.1-ZEB2 group. The proliferation, colony formation, migration and invasion abilities of transfected PANC-1

cells were detected by CCK-8, colony formation, scratch healing and Transwell experiments, respectively. The expression of ZEB2,

E-cadherin and vimentin was detected by qPCR, WB method and double immunofluorescence assay. Bioinformatics was used to predict

the target gene of miR-192-5p, and the regulatory effect of miR-192-5p on the target gene was verified by dual luciferase report gene

·· 879



中国肿瘤生物治疗杂志, 2022, 29(10)

experiment. Results: The expression of ZEB2 in pancreatic cancer tissue was significantly higher than that in normal pancreatic tissue

(P<0.01), and the expression of miR-192-5p and ZEB2 in pancreatic cancer tissue was inversely correlated (r=-0.419, P<0.01).

Compared with normal pancreatic epithelial HPNE cells, the expression level of miR-192-5p was significantly lower while the

expression level of ZEB2 protein was higher in pancreatic cancer PANC-1 cells (all P<0.01). Overexpression of miR-192-5p

significantly reduced the proliferation, colony formation, migration and invasion ability of PANC-1 cells, upregulated the mRNA and

protein expression of E-cadherin, and downregulated the mRNA and protein expression of vimentin and ZEB2, while inhibition of

miR-192-5p achieved the opposite results (P<0.05 or P<0.01). miR-192-5p targetedly regulated the expression of ZEB2, and

overexpression of ZEB2 could reverse the inhibitory effects of miR-192-5p overexpression on the proliferation, colony formation,

migration, invasion and EMT of PANC-1 cells. Conclusion: miR-192-5p regulates the malignant biological behaviors of pancreatic

cancer PANC-1 cells by targeting ZEB2.

[Key words] pancreatic cancer; miR-192-5p; zinc finger E-box binding homeobox 2 (ZEB2); PANC-1 cell;proliferation; migration;

invasion; epithelial-mesenchymal transition (EMT)

[Chin J Cancer Biother, 2022, 29(10): 879-888. DOI：10.3872/j.issn.1007-385x.2022.10.003]

胰腺癌是常见的消化系统恶性肿瘤之一，其恶

性程度高、侵袭性强、发展迅速和预后极差[1]，大部分

患者在确诊时已是癌症晚期，错过了手术治疗的最

佳时间，因此亟须寻找胰腺癌诊断的特异性标志物

以及临床治疗的新靶点。微小RNA（miRNA）是一类

短链非编码RNA，与多种人类疾病的发生发展密切

相关[2]。研究结果[3-8]表明，miR-192-5p与结肠癌、胃

癌、肺癌、肝细胞癌、膀胱癌和乳腺癌等的发病率密

切相关。生物信息学网站预测结果显示，E盒锌指结

合同源框 2（zinc finger E-box binding homeobox 2，

ZEB2）可能是miR-192-5p的靶基因，但是miR-192-5p

是否通过靶向调控ZEB2的表达影响胰腺癌细胞的

生物学功能尚不明确。本研究旨在探讨miR-192-5p

对胰腺癌 PANC-1细胞增殖、迁移、侵袭和上皮间质

转化（epithelial-mesenchymal transition，EMT）进程的

影响，以期为探寻胰腺癌的早期诊断和治疗的生物

标志物提供新的实验依据。

1 材料与方法

1.1 细胞及主要试剂

人正常胰腺上皮细胞 HPNE 与胰腺癌细胞

PANC-1购自上海富衡生物技术有限公司。胎牛血

清购自以色列Biological Industries公司，DMEM细胞

培养基购自美国GIBCO公司，RPMI 1640培养基购

自美国 Hyclone 公司，LipofectamineTM 2000 试剂、

TRIzol试剂购自美国 Invitrogen公司，M5 Super plus

qPCR RT kit with gDNA remover（逆转录试剂盒）和

2×M5 Hiper SYBR Premix EsTaq（with Tli RNaseH）

（qPCR 试剂盒）购自北京聚合美生物技术公司，

miRNA第一链 cDNA合成（加尾法）试剂盒购自上海

生工生物工程有限公司，新快速SDS-PAGE凝胶制备

试剂盒和CCK-8试剂盒购自北京庄盟生物基因有限

公司，Transwell小室购自美国Corning公司，兔源抗

E-cadherin、vimentin 和 ZEB2 单克隆抗体均购自

Affinity生物研究中心，辣根过氧化物酶（horseradish

peroxidase，HRP）标记的羊抗兔二抗、细胞裂解液、

ECL显色试剂盒均购自普利莱基因技术有限公司，

Alexa Fluor 555标记驴抗兔荧光二抗、DAPI、抗荧光

衰减封片剂和双荧光素酶报告基因检测试剂盒均购

自上海碧云天生物技术有限公司，Triton-X-100购自

北京索莱宝科技有限公司，miR-192-5p 模拟物

（mimic）及阴性对照（mimic NC）、miR-192-5p 抑制物

（inhibitor）及阴性对照（inhibitor NC）均购自天津中

实同创有限公司。

1.2 数据库数据获取及分析

通过癌症基因组图谱（TCGA）数据库（http://

tcga-data.nci.nih.gov/taga/）获得 179例胰腺癌组织和

171例癌旁组织中miR-192-5p和ZEB2的表达谱，在

线分析胰腺癌组织的基因表达信息。登录 Starbase

数据库，借助在线工具获取ZEB2与miR-192-5p在胰

腺癌组织中的表达相关性数据。

1.3 细胞培养、分组及转染

人正常胰腺上皮细胞 HPNE 和胰腺癌 PANC-1

细胞分别培养于含有10%胎牛血清（FBS）、100 μg/mL

链霉素和 100 U/mL 青霉素的 RPMI 1640 和 DMEM

高糖培养基中，于 37 ℃、5% CO2的细胞培养箱中培

养。取对数生长期PANC-1细胞，利用 LipofectamineTM

2000 进行转染实验。实验分为 miR-192-5p mimic

组、Mimic NC 组、miR-192-5p inhibitor 组、Inhibitor

NC组、Mimic NC+pcDNA3.1组、miR-192-5p mimic+

pcDNA3.1 组 、miR-192-5p mimic+pcDNA3.1-ZEB2

组。转染24 h或48 h后收集各组细胞，qPCR法检测

转染效率后进行后续实验。

1.4 qPCR 法检测 PANC-1 细胞中 miR-192-5p 和

ZEB2 mRNA的表达

使用TRIzol试剂提取转染后各组 PANC-1细胞

中总RNA，并按照逆转录试剂盒说明书合成 cDNA。

采用 qPCR试剂进行 qPCR检测实验，实验中所用的
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上下游引物序列见表1。反应体系20 µL，包括cDNA

模版 2 µL、上下游引物各 1.6 µL、2×M5 HiPer SYBR

Es Taq（with Tli RNaseH）10 µL、50×ROX Reference

DyeⅡ 0.4 µL、DEPC水 6 µL。反应条件：95 ℃预变

性30 s；95 ℃变性5 s、60 ℃退火34 s、72 ℃延伸30 s，

共循环40次。获取每个反应的Ct值（临界循环数），

按照2-ΔΔCt法处理实验数据。

1.5 CCK-8法检测PANC-1细胞的增殖能力

取转染后各组 PANC-1细胞进行消化、计数，以

2×103个细胞/孔的密度接种于 96孔板中，在培养 24、

48、72 和 96 h 时向各孔中加入 10 μL CCK-8 试剂和

100 μL无双抗培养基，继续培养 2 h后，上酶标仪在

450 nm波长下检测各孔光密度（D）值，以D值表示细

胞的增殖能力。

表1 PCR引物序列

基因名称

miR-192-5p*

U6*

GAPDH

E-cadherin

Vimentin

ZEB2

序列（5′→3′）

F: CGCTGACCTATGAATTGACAGCC

F: CTCGCTTCGGCAGCACATA

F: CAGGAGGCATTGCTGATGAT

R: GAAGGCTGGGGCTCATTT

F: AGTCACTGACACCAACGATAAT

R: ATCGTTGTTCACTGGATTTGTG

F: TCGTGAATACCAAGACCTGCTCAATG

R: AATCCTGCTCTCCTCGCCTTCC

F: GAAGACAGAGAGTGGCATGTAT

R: GTGTGTTCGTATTTATGTCGCA

*试剂公司未提供“R”

1.6 克隆形成实验检测PANC-1细胞的克隆形成能力

将转染24 h后的各组PANC-1细胞进行消化、计数，

将细胞悬液以1×103个/孔的密度接种到6孔板中。常

规培养10~15 d后，在光学显微镜（×40）下观察细胞克

隆形成情况，以细胞数≥50个为1个克隆，计数克隆数。

1.7 划痕愈合实验检测PANC-1细胞的迁移能力

将转染后各组PANC-1细胞以2×105个/孔的密度

接种至 6孔板，待细胞汇合度达 80%时，用 200 μL的

枪头垂直于6孔板划痕。用PBS冲洗后，分别在培养

0、24、48 h 时在光学显微镜下（×40）观察、拍照，用

ImageJ软件测量划痕面积，并计算划痕愈合率，划痕

愈合率=（0 h 划痕面积-24 h 划痕面积）/0 h 划痕面

积×100%，用划痕愈合率表示细胞的迁移能力。

1.8 Transwell实验检测PANC-1细胞的迁移和侵袭能力

细胞转染24 h后，将密度为2×104个/孔的细胞接种

至Transwell上室中，下室加入800 μL含20% FBS的完

全培养基进行迁移实验。将各组密度为5×104个/孔

的细胞接种在预铺基质胶的Transwell小室的上室中，

下室加入800 μL含20% FBS的完全培养基进行侵袭实

验。两种实验的Transwell小室分别培养24 h后，弃掉

培养基，结晶紫染色10 min后，在光学显微镜（×100）下

随机选取5个视野计数穿膜细胞数。

1.9 WB法检测PANC-1细胞中ZEB2、E-cadherin和

vimentin的表达

提取各组细胞总蛋白后，以BCA检测试剂盒测

定蛋白浓度。蛋白变性后按照每孔 15 μg 上样，进

行 10%SDS-PAGE，将蛋白质条带转移至 PVDF 膜

上，在 5% 脱脂 奶 粉 中 室 温 封 闭 2 h，加入一抗

GAPDH（1∶ 10 000 ）、E-cadherin（ 1∶ 3 000 ）、

vimentin（1∶3 000）、ZEB2（1∶2 000）后 4 ℃过夜。用

TBST清洗后，加入HRP标记的羊抗兔二抗（1∶5 000）

后室温处理2 h，TBST清洗后，用ECL曝光、显色，通

过 ImageJ软件分析蛋白质条带的灰度值。

1.10 双荧光素酶报告基因实验验证miR-192-5p与

ZEB2的靶向关系

将包含miR-192-5p野生型（WT）结合位点和突

变型（MUT）结合位点的ZEB2的 3′UTR序列克隆到

psiCHECK2.0 载体中，获得 ZEB2 的荧光报告载体

ZEB2-WT 和 ZEB2-MUT。将 PANC-1 细胞接种于

24 孔板后，按照每孔 ZEB2-MUT/WT 质粒 500 ng、

miR-192-5p mimic（40 pmol/L）共转染到 PANC-1 细

胞中，每组设置 3个复孔，转染 48 h后按照试剂盒说

明书裂解细胞，测定荧光素酶和海肾荧光素酶的荧

光强度（RLU），计算二者比值。

1.11 双重免疫荧光实验检测PANC-1细胞中E-cadherin

和vimentin的相对表达水平

将转染 24 h后的 PANC-1细胞接种到共聚焦小

皿上继续培养。待细胞汇合度达 50%时，按以下方

法（均在摇床上）进行实验：每孔加入500 μL 4%多聚

甲醛固定30 min，加入500 μL 0.2% Triton-X-100破坏

细胞膜（室温10 min），在500 μL 5% BSA中封闭1 h；

吸去封闭液，加入E-cadherin和vimentin一抗（1∶250）

室温结合30 min，4 ℃过夜；加入荧光二抗（1∶500）避

光处理 45 min，DAPI染核 5 min，抗荧光衰减封片剂

封片，于荧光显微镜下观察、拍照，用 ImageJ软件分

析红色荧光与蓝色荧光强度的比值。

1.12 统计学处理

以上主要实验均独立重复3次。采用SPSS 18.0软

件对实验数据进行统计分析，用GraphPad Prism 8.0软

件进行绘图。符合正态分布的计量数据以 x̄±s 表示，两

组间的差异比较采用双尾 t检验，多组间差异比较采用

单因素方差分析，多组中的两两比较采用SNK-q检验；

胰腺癌组织中miR-192-5p和ZEB2表达的相关性分析

采用Pearson相关分析。以P<0.05或P<0.01表示差异

有统计学意义。
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2 结 果

2.1 胰腺癌组织和PANC-1细胞中miR-192-5p低表

达而ZEB2高表达

从TCGA数据库中获得179例胰腺癌组织和171例

癌旁组织中miR-192-5p和ZEB2的表达谱，胰腺癌组织

中ZEB2 mRNA表达水平显著高于癌旁组织（P<0.01，

图1A），ROC曲线下面积为0.924，其灵敏度为91.6%，

特异度为 87.7%（图 1B）。胰腺癌组织中miR-192-5p

和ZEB2 mRNA的表达水平呈负相关（r=-0.419，P<0.01；

图1C）。qPCR法检测结果（图1D）显示，胰腺癌PANC-1

细胞中miR-192-5p 的表达水平显著低于HPNE细胞

（P<0.01）。WB法检测结果（图1E）显示，PANC-1细胞

中ZEB2 蛋白的表达水平显著高于HPNE细胞（P<0.01）。

结果表明，胰腺癌组织和 PANC-1细胞中miR-192-5p

低表达而ZEB2高表达。

A：TCGA数据库中胰腺癌组织中ZEB2的表达；B：数据库中胰腺癌组织ZEB2检测数据的ROC曲线；C：miR-192-5p与ZEB2相关

性分析；D：qPCR法检测PANC-1细胞中miR-192-5p表达水平；E：WB法检测PANC-1细胞中ZEB2蛋白表达水平

图1 miR-192-5p和ZEB2在胰腺癌组织和细胞中的表达

2.2 miR-192-5p变化对胰腺癌PANC-1细胞增殖、克

隆形成的影响

qPCR法检测结果（图2A）显示，miR-192-5p mimic

组PANC-1细胞中miR-192-5p的相对表达水平显著高于

Mimic NC组（P<0.01）；miR-192-5p inhibitor组PANC-1

细胞中miR-192-5p的相对表达水平显著低于 Inhibitor

NC组（P<0.01）。CCK-8实验结果（图 2B、C）显示，转

染第4天时，miR-192-5p mimic组PANC-1细胞的增殖

水平显著低于 Mimic NC 组（P<0.01），miR-192-5p

inhibitor组显著高于 Inhibitor NC组（P<0.01）。克隆形

成实验结果（图2D）显示，miR-192-5p mimic组PANC-1

细胞的克隆形成数显著低于Mimic NC组（P<0.01），

miR-192-5p inhibitor 组 显 著 高 于 Inhibitor NC 组

（ P<0.01）。结果表明，过表达miR-192-5p可显著抑制

PANC-1细胞的增殖和克隆形成能力，而抑制miR-192-5p

的表达则可增强PANC-1的增殖和克隆形成能力。

2.3 miR-192-5p变化对胰腺癌 PANC-1细胞迁移和

侵袭的影响

划痕愈合实验结果（图 3A）显示，miR-192-5p

mimic组PANC-1细胞的划痕愈合率显著低于Mimic

NC组，miR-192-5p inhibitor组显著高于 Inhibitor NC

组（均P<0.01）。Transwell实验结果（图3B、C）显示，

miR-192-5p mimic组PANC-1细胞迁移数和侵袭数显

著低于Mimic NC组，miR-192-5p inhibitor组PANC-1

细胞迁移数和侵袭数显著高于 Inhibitor NC 组

（P<0.05 或 P<0.01）。结果表明，过表达 miR-192-5p

可显著抑制PANC-1细胞的迁移和侵袭能力，而抑制

miR-192-5p的表达则可显著提高 PANC-1细胞的迁

移和侵袭能力。

2.4 miR-192-5p变化对胰腺癌PANC-1细胞EMT进

程的影响

qPCR 法和 WB 法检测结果（图 4A、B）显示，

miR-192-5p mimic组 PANC-1细胞中 EMT信号通路

上皮标志物E-cadherin的mRNA和蛋白表达水平均

显著高于 Mimic NC 组，间质标志物 vimentin 的

mRNA 和蛋白表达水平均显著低于 Mimic NC 组

（P<0.05 或 P<0.01）；miR-192-5p inhibitor 组 PANC-1

细胞中E-cadherin的mRNA和蛋白的表达水平均显
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著低于 Inhibitor NC组，vimentin的mRNA和蛋白表

达水平均显著高于Inhibitor NC组（均P<0.05）。结果表

明，过表达 miR-192-5p 可显著抑制 PANC-1 细胞

EMT进程，而抑制miR-192-5p的表达则可显著促进

PANC-1细胞EMT进程。

A：qPCR法检测细胞转染效率；B、C：CCK-8法检测细胞增殖能力；D：克隆形成实验检测细胞克隆形成能力

图2 过表达或敲减miR-192-5p对PANC-1细胞增殖及克隆形成能力的影响

2.5 miR-192-5p靶向ZEB2并抑制其表达

利用Targetscan、MiRDB、Starbase和DIANA TOOLS

生物信息学网站预测miR-192-5p的候选靶基因，4个网

站中共同的候选靶基因有21个（图5A）。TargetScan数

据库预测miR-192-5p与ZEB2之间存在高度保守的互

补序列的结合位点（图5B）。因此，选取具有较高评分

结果的ZEB2作为miR-192-5p的可能靶基因。双荧光

素酶报告基因实验结果（图5C）显示，与Mimic NC组相

比，共转染 miR-192-5p mimic 和 ZEB2-3′UTR WT 组

细胞的荧光素酶活性显著降低（P<0.01），而共转染

miR-192-5p mimic和ZEB2-3′UTR MUT 组细胞的荧光

素酶活性无显著变化（P>0.05）。qPCR法和WB法检

测结果（图 5D、E）显示，miR-192-5p mimic组细胞中

ZEB2 mRNA和蛋白表达水平均显著低于Mimic NC组

（均P<0.05）；miR-192-5p inhibitor组细胞中ZEB2 mRNA

和蛋白表水平均显著高于 Inhibitor NC组（P<0.05或

P<0.01）。结果表明，miR-192-5p靶向ZEB2并负调控

其表达。

2.6 过表达 ZEB2 可逆转 miR-192-5p 对 ZEB2 表达

的抑制作用

WB法检测结果（图 6）显示，miR-192-5p mimic+

pcDNA3.1组 PANC-1细胞ZEB2蛋白的表达水平显著

低于 Mimic NC+pcDNA3.1 组（P<0.01），miR-192-5p

mimic+pcDNA3.1-ZEB2 组 显 著 高 于 miR-192-5p

mimic+pcDNA3.1 组（P<0.05）。结果表明，过表达

ZEB2可部分逆转上调miR-192-5p对ZEB2表达的抑

制作用。

2.7 过表达 ZEB2 可部分逆转上调 miR-192-5p 对

PANC-1细胞增殖的抑制作用

CCK-8 检测结果（表2）显示，上调 miR-192-5p 抑

制PANC-1 细胞的增殖，过表达ZEB2 后可部分逆转

上调miR-192-5p对PANC-1细胞增殖的抑制作用。

2.8 过表达 ZEB2 可部分逆转上调 miR-192-5p 对

PANC-1细胞迁移和侵袭的抑制作用

Transwell 实验结果（图 7）显示 ，miR-192-5p

mimic+pcDNA3.1 组细胞迁移数（P<0.01）和侵袭

数（P<0.05）均显著低于 Mimic NC+pcDNA3.1组，

miR-192-5p mimic+pcDNA3.1-ZEB2 组细胞迁移数

（P<0.01）和 侵 袭 数（P<0.05）均 高 于 miR-192-5p

mimic pcDNA3.1 组。结果表明，过表达 ZEB2 可

部分逆转上调miR-192-5p 对 PANC-1 细胞迁移和

侵袭的抑制作用。

2.9 过表达 ZEB2 可部分逆转上调 miR-192-5p 对

PANC-1细胞EMT进程的抑制作用

双重免疫荧光实验结果（图 8）显示 ，miR-

192-5p mimic+pcDNA3.1组PANC-1细胞EMT进程中
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E-cadherin的表达水平显著高于Mimic NC+pcDNA3.1

组（P<0.05），miR-192-5p mimic+pcDNA3.1-ZEB2 组显

著低于 miR-192-5p mimic+pcDNA3.1 组（P<0.01）；

miR-192-5p mimic+pcDNA3.1组vimentin的表达水平显

著低于Mimic NC+pcDNA3.1组（P<0.01），miR-192-5p

mimic+pcDNA3.1-ZEB2 组 显 著 高 于 miR-192-5p

mimic+pcDNA3.1组（P<0.01）。结果表明，过表达ZEB2

可部分逆转上调miR-192-5p对PANC-1细胞EMT进程

的抑制作用。

A：划痕愈合实验检测细胞的迁移能力（×40）；B，C：Transwell实验检测细胞的迁移（B）和侵袭（C）能力（结晶紫染色，×100）

图3 过表达或敲减miR-192-5p对PANC-1细胞迁移和侵袭的影响

3 讨 论

胰腺癌早期的临床症状不明显，大部分患者确

诊时已处在疾病晚期，错过了手术治疗的最佳时间，

只有少数患者可以进行根治性切除术，且对大多数

患者可用的化疗方案具有耐药性[9]。因此，迫切需要

了解胰腺癌发病的潜在分子机制，探索肿瘤治疗的

新靶点，为诊疗手段的开发提供更多的可能。

已有许多研究报道 miRNA 对胰腺癌的影响，

miR-382-3p 通过靶向 ATAT1 抑制胰腺癌细胞的增

殖、迁移和侵袭[10]，miR-597-5p在胰腺癌组织和细胞

中表达下调，并且通过下调ELK1抑制胰腺癌细胞增

殖并促进其凋亡[11]。miR-32-5p通过靶向调控EZH2

的表达从而影响胰腺癌细胞的增殖、迁移、侵袭、

EMT进程，以及裸鼠体内移植瘤的生长[12]。miR-192-5p

位于人11号染色体上，是miR-192家族的一员，人体

中约有 80种miRNA前体，产生两种成熟的miRNA，

即 miR-192-5p 和 miR-192-3p，具有不同的种子序列
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以及不同的靶基因[13]。miR-192-5p在不同的生理和

病理过程中发挥重要作用，并且与癌症的发病率密

切相关。本研究结果显示，与正常胰腺上皮细胞

HPNE相比，胰腺癌PANC-1细胞中miR-192-5p表达

下调，在胰腺癌 PANC-1 细胞中过表达或抑制其表

达后，能够显著抑制或促进 PANC-1细胞的增殖、

迁移、侵袭能力以及EMT进程。

A：qPCR法检测E-cadherin和vimentin的表达；B：WB法检测E-cadherin和vimentin的表达

图4 miR-192-5p对胰腺癌PANC-1细胞EMT进程的影响

A：生物信息学预测miR-192-5p的靶基因；B：miR-192-5p与ZEB2之间的结合位点；C：双荧光素酶报告基因实验；

D：qPCR法检测ZEB2 mRNA的表达；E：WB法检测ZEB2蛋白的表达

图5 miR-192-5p靶向ZEB2并抑制其表达
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1：Mimic NC+pcDNA3.1组；2：miR-192-5p mimic+pcDNA3.1组；3：miR-192-5p mimic+pcDNA3.1-ZEB2组

图6 WB法检测在PANC-1细胞中过表达ZEB2可部分逆转上调miR-192-5p对其的抑制作用

表2 过表达ZEB2可部分逆转上调miR-192-5p对PANC-1细胞增殖能力的影响（D450，n=3）

组 别

Mimic NC+pcDNA3.1

miR-192-5p mimic+pcDNA3.1

miR-192-5p mimic+pcDNA3.1-ZEB2

F

P

24 h

0.535±0.010

0.495±0.004*

0.515±0.012△

9.060

P<0.05

48 h

0.594±0.007

0.524±0.013*

0.602±0.004△

47.46

P<0.001

72 h

0.732±0.006

0.650±0.027*

0.868±0.014△

73.79

P<0.0001

96 h

1.017±0.011

0.920±0.020*

0.999±0.015△

21.99

P<0.01

与Mimic NC+pcDNA3.1组比较，*P<0.05；与miR-192-5p mimic+pcDNA3.1组比较，△P<0.05

1：Mimic NC+pcDNA3.1组；2：miR-192-5p mimic+pcDNA3.1组；3：miR-192-5p mimic+pcDNA3.1-ZEB2组

图7 过表达ZEB2可部分逆转上调miR-192-5p对PANC细胞迁移和侵袭的抑制作用（结晶紫染色，×100）

1：Mimic NC+pcDNA3.1组；2：miR-192-5p mimic+pcDNA3.1组；3：miR-192-5p mimic+pcDNA3.1-ZEB2组

图8 双重免疫荧光检测过表达ZEB2可部分逆转上调miR-192-5p对PANC-1细胞中EMT相关蛋白表达的影响（×200）
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上皮和间充质表型之间的转换是肿瘤细胞侵

袭和转移的关键因素，在此过程中上皮细胞失

去了其上皮起源的特征而获得间充质表型，这

种现象称为 EMT[14]。肿瘤细胞的 EMT 可增强其

侵袭性，这是由于E-cadherin表达缺失和 N-cadherin

表达增加导致的 [15-16]。ZEB2 是 EMT 的有效诱导

剂，通过抑制 E-cadherin 的表达来诱导细胞发生

EMT，ZEB2 能够促进结肠癌干细胞表型、EMT、

迁移和侵袭 [17]。在肝癌的研究 [18-19] 中也发现，

ZEB2能够促进肝癌细胞的增殖和转移。本研究结

果显示，在胰腺癌组织和PANC-1细胞中ZEB2表达

上调，且在胰腺癌组织中 miR-192-5p 与 ZEB2 的表

达呈负相关。miR-192-5p 可靶向结合 ZEB2 并负

向调控其表达。抑制 ZEB2 的表达后，胰腺癌

PANC-1 细胞的增殖、迁移、侵袭能力均显著降低

并抑制 EMT 的进程 ；过表达 ZEB2 后，胰腺癌

PANC-1细胞的增殖、迁移、侵袭能力均显著升高并

促进EMT的进程。

miRNA发挥功能是通过与靶基因的3′UTR区结

合，通过促进mRNA降解或抑制蛋白翻译实现调节

靶基因的表达[20]。例如miR-192-5p通过靶向 SH3RF3

抑制乳头状甲状腺癌发展[21]。本研究结果提示，

ZEB2是miR-192-5p的直接靶点，过表达miR-192-5p

降低ZEB2的mRNA和蛋白水平，反之抑制 miR-192-5p

则上调ZEB2的表达水平。为了明确ZEB2是否作为

miR-192-5p的下游功能因子，设计并进行挽救实验，实

验结果显示：过表达ZEB2能够部分逆转miR-192-5p

过表达导致细胞的增殖、迁移和侵袭能力的降低，以

及 EMT 进程的阻滞 ，提示 ZEB2 可能通过挽救

miR-192-5p对肿瘤的抑制作用，参与促进了胰腺癌

的发生和发展。

综上所述，在胰腺癌组织中miR-192-5p和ZEB2

的表达呈负相关，抑制或过表达miR-192-5p可通过

靶向ZEB2 促进或抑制胰腺癌PNAC-1细胞的增殖、

迁移和侵袭以及EMT进程。miR-192-5p和ZEB2可

能在胰腺癌的早期诊断和治疗中具有重要的研究价

值，为胰腺癌的临床诊断和治疗提供了新的数据

支持。
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