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◇基础医学研究◇

长链非编码 ＲＮＡ ＬＵＣＡＴ１ 调控胰腺癌
ＭＩＡ ＰａＣａ⁃２ 细胞恶性机制研究

叶梦洁，瞿薇薇，骆广涛

（安徽医科大学附属第一医院乳腺外科，合肥　 ２３００２２）

摘要　 目的　 探究长链非编码 ＲＮＡ（ｌｎｃＲＮＡ）ＬＵＣＡＴ１ 对人胰腺癌细胞 ＭＩＡ ＰａＣａ⁃２ 生物学行为的影响，探讨 ＬＵＣＡＴ１ 在胰腺

癌恶性进展中的潜在作用。 方法　 在线数据库 ＧＥＰＩＡ 分析 ＬＵＣＡＴ１ 在胰腺癌中的突变及表达情况；ｑ⁃ＰＣＲ 实验检测对比人

胰腺导管细胞 ＨＰＮＥ 及人胰腺癌细胞中 ＬＵＣＡＴ１ 的表达水平；ＦＩＳＨ 检测人胰腺癌组织中 ＬＵＣＡＴ１ 表达及分布。 ＣＣＫ⁃８ 实验

和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测 ＬＵＣＡＴ１ 对 ＭＩＡ ＰａＣａ⁃２ 细胞增殖、凋亡、耐药及迁移能力的影响。 基因集合富集分析比对 ＬＵＣＡＴ１ 参与

的相关信号通路，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验验证蛋白质表达水平。 结果　 ＧＥＰＩＡ 分析结果显示，ＬＵＣＡＴ１ 在人胰腺癌组织中表达水平

上调；ｑ⁃ＰＣＲ 实验结果显示，人胰腺癌细胞中 ＬＵＣＡＴ１ 高表达，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）。 敲低及过表达 ＬＵＣＡＴ１ 可影响

胰腺癌细胞增殖、凋亡、吉西他滨耐药性以及迁移和侵袭能力（Ｐ ＜ ０. ０５）。 在胰腺癌中 ＬＵＣＡＴ１ 影响 ｐ⁃Ａｋｔ 表达水平，并在 Ａｋｔ
抑制剂 ＭＫ⁃２２０６ 处理后相关功能被抑制。 结论　 ＬＵＣＡＴ１ 通过 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路调控胰腺癌细胞 ＭＩＡ ＰａＣａ⁃２ 恶性进展。
关键词　 长链非编码 ＲＮＡ；ＬＵＣＡＴ１；胰腺癌；ＭＩＡ ＰａＣａ⁃２；肿瘤耐药；Ａｋｔ
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　 　 胰腺癌是一种恶性程度极高的消化系统肿瘤，５
年生存率仅 ９％ ［１］，其起病隐匿，早期多表现为非特

异性消化道症状且难以诊断。 目前临床对于胰腺癌

的治疗手段较为有限且治疗效果不佳，致使胰腺癌

成为严重危害人类生命健康的恶性肿瘤之一［２］。
研究［３］ 显示， 长链非编码 ＲＮＡ （ ｌｏｎｇ ｎｏｎ⁃ｃｏｄｉｎｇ
ＲＮＡ， ｌｎｃＲＮＡ）在肿瘤恶性进展中发挥多样的调控

作用。 ｌｎｃＲＮＡ 肺癌相关转录本 １（ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ⁃ａｓｓｏ⁃
ｃｉａｔｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ １， ＬＵＣＡＴ１）源于 ５ 号染色体 ｑ１４. ３
反义链转录，起初被认为与肺癌进展相关［４］。 ＬＵＣ⁃
ＡＴ１ 在多种恶性肿瘤组织中高表达，如食管癌、胃
癌、乳腺癌、肾癌等，并促进肿瘤的发生发展，与肿瘤

病理分级、ＴＮＭ 分期等临床指标相关［５］。 ＬＵＣＡＴ１
在胰腺癌中的生物学作用鲜有报道，该研究探讨了

ＬＵＣＡＴ１ 对胰腺癌进展的影响及其相关机制，旨在

为胰腺癌治疗提供理论依据和新方向。

１　 材料与方法
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１． １　 主要材料　 本研究中 ＭＩＡ ＰａＣａ⁃２ 细胞购自中

科院 上 海 细 胞 库。 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培 养 基 （ 货 号：
１１８７５１７６）、１０％ 胎牛血清（货号：１６１４００８９）购自美

国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司，ＲＮＡ 反转录试剂盒（货号：
ＭＲ０５４０１Ｓ）、ｑ⁃ＰＣＲ 试剂盒（货号：ＭＱ００４０１Ｓ）购自

武汉莫纳生物科技有限公司，ＣＣＫ⁃８ 试剂盒（货号：
ＣＫ０４）购自日本同仁化学公司，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室（货
号：１４３４２）购自安徽甄选生物科技有限公司，Ａｋｔ 蛋
白一抗 （货号： ８０７２２ ）、 ｐ⁃Ａｋｔ 蛋白一抗 （ 货号：
１３０３８）购自美国 ＣＳＴ 公司，Ｐ５３ 蛋白一抗（货号：
Ｔ４００６０）购自上海艾比玛特生物医药科技有限公

司，β⁃ａｃｔｉｎ 蛋白一抗（货号：６０００８）、山羊抗兔 ＩｇＧ
二抗（货号：ＰＲ３００１１）、山羊抗小鼠 ＩｇＧ 二抗（货号：
ＰＲ３００１２）购自于武汉三鹰生物科技有限公司。
１． ２　 细胞培养与 ｓｉＲＮＡ 干扰　 ＭＩＡ ＰａＣａ⁃２ 细胞用

添加 １０％ 胎牛血清的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基、置于 ５％
ＣＯ２、３７ ℃细胞培养箱中培养。 转染前预先将 ＭＩＡ
ＰＡＣＡ⁃２ 细胞接种至 ６ 孔板中 （使用无双抗培养

基），通常细胞融合度约为 ５０％时适宜转染。 用 １００
μｌ Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ 稀释 ０. １ ｎｍｏｌ ｓｉＲＮＡ 或 ２. ３ μｇ 过表

达质粒载体，轻柔吹吸混匀；用 １００ μｌ Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ 稀

释 ５ μｌ Ｌｉｐｏ⁃２０００，轻柔吹吸混匀，室温静置 ５ ｍｉｎ；
混合以上两者的稀释液并轻柔吹吸，室温静置 ２０
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ｍｉｎ。 将静置过的转染复合物加入 ６ 孔板中，轻摇细

胞板混合均匀。 将细胞板置于 ５％ ＣＯ２，３７ ℃恒温

培养箱中培养，转染 ４ ～ ６ ｈ 后换液。
　 　 本研究中使用到的小干扰 ＲＮＡ 序列为 ｓｉ⁃ＬＵＣ⁃
ＡＴ１＃１： ５′⁃ＧＣＵＣＣＵＵＵＣＣＵＣＡＣＡＡＧＡＡ⁃３′； ｓｉ⁃ＬＵＣ⁃
ＡＴ１＃２： ５′⁃ＣＡＣＡＣＵＡＵＧＵＧＵＵＣＵＧＡＣＵ⁃３′， 委托安

徽通用生物科技有限公司合成；ＬＵＣＡＴ１ 基因表达

载体及阴性对照空载委托北京擎科生物科技有限公

司合成；以 ｓｉ⁃ＮＣ 表示小干扰 ＲＮＡ 阴性对照，以 ｓｉ⁃
ＬＵＣＡＴ１＃１、ｓｉ⁃ＬＵＣＡＴ１＃２ 表示 ＬＵＣＡＴ１ 敲低；以 Ｖｅｃ
表示过表达对照组，以 Ｖｅｃ⁃ＬＵＣＡＴ１ 表示 ＬＵＣＡＴ１
过表达。
１． ３　 ｑ⁃ＰＣＲ 实验　 将转染后的各组细胞通过 ＴＲ⁃
Ｉｚｏｌ 法提取细胞总 ＲＮＡ，并测定 ＲＮＡ 浓度。 根据反

转录试剂盒步骤说明，取每组 １ μｇ 总 ＲＮＡ 反转录

成 ｃＤＮＡ，并稀释 ２０ 倍后用以 ｑ⁃ＰＣＲ 实验。 ｑ⁃ＰＣＲ
反应体系 ２０ μｌ，其中 ＳＹＢＲ 预混液 １０ μｌ、上下游引

物各 ０. ４ μｌ 及经稀释的 ｃＤＮＡ 模版 ９. ２ μｌ。 体系配

置完毕后将八连管放入 ｑＰＣＲ 仪中，并按三步法程

序（变性 －退火 －延伸）进行反应： ９５ ℃，７０ ｓ；５５ ～
６５ ℃，１０ ｓ；７２ ℃，３０ ｓ。 将 β⁃ａｃｔｉｎ 作为内参基因，
用 ２ － ΔΔＣＴ法计算 ＬＵＣＡＴ１ 基因 ｍＲＮＡ 相对表达量。
引物序列：ＬＵＣＡＴ１ 上游 ５′⁃ＴＴＧＧＣＡＣＣＡＧＡＧＡＣＣＡ⁃
ＣＡＡＡ⁃３′， ＬＵＣＡＴ１ 下游 ５′⁃ＧＧＧＣＧＡＣＡＧＡＧＣＧＡＡ⁃
ＡＣＴＣＴ⁃３′；β⁃ａｃｔｉｎ 上游序列 ５′⁃ＣＣＴＴＣＣＴＧＧＧＣＡＴ⁃
ＧＧＡＧＴＣ⁃３′，β⁃ａｃｔｉｎ 下游序列 ５′⁃ＴＧＡＴＣＴＣＡＴＴＧＴ⁃
ＧＣＴＧＧＧＴＧ⁃３′。 引物委托安徽通用生物科技有限

公司合成。
１． ４　 细胞增殖实验　 将转染后的各组细胞分别接

种于 ９６ 孔板，每孔细胞量约 １ × １０４ 个，每个样本设

置 ４ 个复孔，分别在培养 １、３、５、７ ｄ 后每孔加入 １０
μｌ ＣＣＫ⁃８ 溶液，使用酶标仪在 ４５０ ｎｍ 波长测定吸

光度（ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值。 计算转染组与对照组

每天 ＯＤ 值相对比得到各组细胞增殖率。
１． ５　 细胞迁移实验　 用无血清培养基将转染后的

各组细胞密度调整至 １ × １０６ 个 ／ ｍｌ ，取 １００ μｌ 细胞

悬液加入 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 普通和铺有基质胶的小室上室，
将 １０％ 胎牛血清的培养加入小室下室，培养 ２４ ｈ。
用 ９０％ 乙醇固定小室底部细胞，０. １％ 结晶紫染色

后置于显微镜下随机选取 ３ 个视野计数。
１． ６　 吉西他滨细胞毒性实验　 通过 ＣＣＫ⁃８ 实验检

测经转染后 ＭＩＡ ＰａＣａ⁃２ 的吉西他滨半数抑制浓度

（５０％ ⁃ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， ＩＣ５０ ）。 将转染后的

各组细胞分别接种于 ９６ 孔板，每孔细胞量约 ０. ５ ×

１０４ 个，每个样本设置 ３ 个重复。 待细胞贴壁后，加
入提前配置的含不同浓度吉西他滨（０、５、１０、２０、３０、
４０、５０、６０、１２０ μｍｏｌ ／ Ｌ）的完全培养基培养，４８ ｈ 后

每孔加入 １０ μｌ ＣＣＫ⁃８ 溶液，４５０ ｎｍ 波长测定 ＯＤ
值。 计算不同浓度加药组与对照组 ＯＤ 值相对比得

到各组细胞活力。
１． ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测蛋白表达 　 收集转染后

的各组细胞，加入 ＲＩＰＡ 裂解液提取细胞总蛋白，并
测定蛋白浓度。 配置聚丙烯酰胺凝胶，根据蛋白浓

度统一各组上样浓度进行凝胶电泳分离，将分离后

的蛋白转印至聚偏氟乙烯膜，并于 ５％ 脱脂牛奶中

封闭 １ ｈ。 ４ ℃一抗孵育过夜，磷酸盐吐温缓冲液洗

膜，二抗孵育 １ ｈ，洗膜后曝光显影。
１． ８　 流式细胞术　 离心收集悬浮细胞，用冷磷酸盐

缓冲溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ， ＰＢＳ）洗涤细胞

２ 次。 用 ４００ μｌ １ × Ａｍｅｘｉｎ Ｖ 结合液重新悬浮细

胞，浓度约为 １ × １０６ 个 ／ ｍｌ。 在细胞悬浮液中加入 ５
μｌ Ａｍｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＰＩＴＣ （ＥＧＦＰ ／ Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ４８８）染色液，
轻轻混匀后于 ２ ～ ８ ℃避光条件下孵育 １５ ｍｉｎ。 加

入 ５ ～ １０ μｌ ＰＩ 染色液后轻轻混匀于 ２ ～ ８ ℃避光条

件下孵育 ２ ～ ５ ｍｉｎ，随后立即用流式细胞仪检测。
１． ９ 　 荧光原位杂交实验（ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎ ｓｉｔｕ ｈｙ⁃
ｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ， ＦＩＳＨ） 　 首先将石蜡切片脱蜡至水，根
据组织固定时间长短，于修复液中煮沸 １０ ～ １５ ｍｉｎ，
自然冷却。 用基因笔画圈，滴加蛋白酶 Ｋ 消化 １０
ｍｉｎ。 纯水冲洗后 ＰＢＳ 清洗。 于组织上滴加破膜

液，破膜 ２０ ｍｉｎ。 滴加阻断剂室温避光孵育 １５ ｍｉｎ，
将玻片置于 ＰＢＳ 中在脱色摇床上晃动洗涤。 杂交

液按照 １ ／ １００ 的浓度加入鲑鱼精液体，然后滴加于

切片 ３７ ℃孵育 １ ｈ。 倾去预杂交液，用杂交液稀释

探针，滴加含探针杂交液，恒温箱 ４２ ℃ 杂交过夜。
洗去杂交液，滴加带有标记的链霉亲和素，室温孵育

１５ ｍｉｎ。 显色剂孵育，复染细胞核，封片，显微镜检，
图像采集分析。 ＬＵＣＡＴ１ 探针：５′⁃ＴＴＧＴＧＧＴＣＴＣＴＧ⁃
ＧＴＧＣＣＡＡＧ⁃３′，委托哈尔滨金开瑞生物科技有限公

司合成。 胰腺癌组织来源于安徽医科大学第一附属

医院病理科，本研究已通过伦理委员会审核（批准

号：２０２００２２０）。
１． １０　 基因集富集分析（ｇｅｎｅ ｓｅｔ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙ⁃
ｓｉｓ， ＧＳＥＡ） 　 从 ＴＣＧＡ 数据库准备表达数据集和基

因数据集，计算富集得分，评估富集得分的显著性，
通过基于表型的排列检验来计算观察到的富集得分

出现的可能性，进行多重假设检验矫正，设置筛选条

件：ａｄｊＰ ＜ ０. ０５，最终分析相关分子信号通路。
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１． １１　 泛癌分析　 通过在线数据库 ＧＥＰＩＡ（ｈｔｔｐ： ／ ／
ｇｅｐｉａ． ｃａｎｃｅｒ⁃ｐｋｕ． ｃｎ ／ ）分析 ＬＵＣＡＴ１ 在泛癌中肿瘤

及肿瘤旁组织的相对表达水平。 选取在线数据库中

若干例数肿瘤患者及健康患者的器官组织并检测

ＬＵＣＡＴ１ 表达水平，以点图形式呈现，初步验证 ＬＵ⁃
ＣＡＴ１ 在各类肿瘤中的表达情况。
１． １２　 统计学处理　 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９. ０ 软件

进行统计分析。 计量资料以 �ｘ ± ｓ 表示，所有实验均

至少完成 ３ 次以上生物学重复实验，两组间比较采

用独立样本 ｔ 检验，多组间比较采用方差分析。 计

数资料以率（％ ）表示，组间比较采用 χ２ 检验。 Ｐ ＜
０. ０５ 示差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＬＵＣＡＴ１ 在胰腺癌中的表达情况　 在线数据

库 ＧＥＰＩＡ 分析结果显示，ｌｎｃＲＮＡ ＬＵＣＡＴ１ 在胰腺癌

肿瘤组织的表达明显高于癌旁组织，差异倍数 ＞ ２
（Ｐ ＜ ０. ０５，图 １Ａ）。 通过 ｑ⁃ＰＣＲ 实验分别检测人胰

腺导管细胞 ＨＰＮＥ 及人胰腺癌细胞 ＰＡＮＣ⁃１、ＭＩＡ
ＰａＣａ⁃２、ＡｓＰＣ⁃１、ＣＦＰＡＣ⁃１ 中 ＬＵＣＡＴ１ 的表达水平，
结果显示胰腺癌细胞 ＬＵＣＡＴ１ 表达水平均高于

ＨＰＮＥ（ ｔＭＩＡ ＰａＣａ － ２ ＝ ３. ４５５，ＰＭＩＡ ＰａＣａ － ２ ＜ ０. ０５；ｔＡｓＰＣ － １ ＝
５. ８７６，ＰＡｓＰＣ － １ ＜ ０. ００１； ｔＰＡＮＣ － １ ＝ ２３. ５３０，ＰＰＡＮＣ － １ ＜
０. ０００ １； ｔＣＦＰＡＣ － １ ＝ ２３. ５８０， ＰＣＦＰＡＣ⁃１ ＜ ０. ０００ １， 图

１Ｂ）。 通过 ＦＩＳＨ 检测人胰腺癌组织中 ＬＵＣＡＴ１ 表

达及分布，结果显示相对于癌旁组织，ＬＵＣＡＴ１ 在胰

腺癌组织中广泛表达且主要定位于细胞核 （Ｐ ＜
０. ０５，图 １Ｃ）。
２． ２ 　 ＬＵＣＡＴ１ 对胰腺癌细胞 ＭＩＡ ＰａＣａ⁃２ 增殖、
凋亡的影响　 使用 ｑ⁃ＰＣＲ 实验分别检测 ＭＩＡ ＰａＣａ⁃
２ 经 ｓｉＲＮＡ 和质粒转染后 ＬＵＣＡＴ１ 的表达情况，结
果显示，与 ｓｉ⁃ＮＣ 组比较，ｓｉ⁃ＬＵＣＡＴ１＃１组、ｓｉ⁃ＬＵＣ⁃

图 １　 ＬＵＣＡＴ１ 在人胰腺癌中的表达情况

Ｆｉｇ． １　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬＵＣＡＴ１ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ
　 　 Ａ： Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬＵＣＡＴ１ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｔｕｍｏｒｓ ａｎｄ ｐａｒａｔｕｍｏｒａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ ＧＥＰＩＡ ｄａｔａｂａｓｅ； Ｂ： ｑ⁃ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬＵＣＡＴ１ ｉｎ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ； Ｃ： ＦＩＳＨ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＬＵＣＡＴ１ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ； ∗Ｐ ＜ ０. ０５，
∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１， ∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １ ｖｓ ＨＰＮＥ ｇｒｏｕｐ．
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ＡＴ１ ＃ ２ 组 ＬＵＣＡＴ１ ＲＮＡ 水 平 下 调 （ ｔｓｉ⁃ＬＵＣＡＴ１＃１ ＝
２５. ８００， Ｐｓｉ⁃ＬＵＣＡＴ１＃１ ＜ ０. ０００ １； ｔｓｉ⁃ＬＵＣＡＴ１＃２ ＝ ３０. ６００，
Ｐｓｉ⁃ＬＵＣＡＴ１＃２ ＜ ０. ０００ １，图 ２Ａ）；与空载组比较，经转染

ＬＵＣＡＴ１ 表达质粒载体后 ＬＵＣＡＴ１ ＲＮＡ 表达水平上

调（ ｔ ＝ ２６. １３０，Ｐ ＜ ０. ０００ １，图 ２Ａ）。
　 　 ＣＣＫ⁃８ 实验检测经转染后 ＭＩＡ ＰａＣａ⁃２ 的增殖

能力，结果显示，ｓｉ⁃ＬＵＣＡＴ１＃１ 组、ｓｉ⁃ＬＵＣＡＴ１＃２ 组细

胞增殖率低于 ｓｉ⁃ＮＣ 组（ ｔｓｉ⁃ＬＵＣＡＴ１＃１ ＝ ７. ２１２，Ｐｓｉ⁃ＬＵＣＡＴ１＃１

＜ ０. ００１； ｔｓｉ⁃ＬＵＣＡＴ１＃２ ＝ ５. ４３８， Ｐｓｉ⁃ＬＵＣＡＴ１＃２ ＜ ０. ０１， 图

２Ｂ）；ＬＵＣＡＴ１ 过表达增殖率显著高于空载组（ ｔ ＝
６. １６３，Ｐ ＜ ０. ００１，图 ２Ｂ）。 通过流式细胞术检测各

组细胞的凋亡情况，结果显示，ｓｉ⁃ＬＵＣＡＴ１＃１ 组、ｓｉ⁃
ＬＵＣＡＴ１＃２ 组细胞凋亡率高于 ｓｉ⁃ＮＣ 组（ ｔｓｉ⁃ＬＵＣＡＴ１＃１ ＝
１２. ８９０， Ｐｓｉ⁃ＬＵＣＡＴ１＃１ ＜ ０. ０００ １； ｔｓｉ⁃ＬＵＣＡＴ１＃２ ＝ ２３. ７８０，
Ｐｓｉ⁃ＬＵＣＡＴ１＃２ ＜ ０. ０００ １，图 ２Ｃ）；ＬＵＣＡＴ１ 过表达凋亡率

低于空载组（ ｔ ＝ １４. ７６０，Ｐ ＜ ０. ０００ １，图 ２Ｃ）。
２． ３　 ＬＵＣＡＴ１ 对胰腺癌细胞 ＭＩＡ ＰａＣａ⁃２ 迁移能

力的影响 　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验结果显示，与 ｓｉ⁃ＮＣ 组比

较，ｓｉ⁃ＬＵＣＡＴ１＃１ 组、ｓｉ⁃ＬＵＣＡＴ１＃２ 组迁移细胞数目

减少 （ ｔｓｉ⁃ＬＵＣＡＴ１＃１ ＝ ７. ５８７， Ｐｓｉ⁃ＬＵＣＡＴ１＃１ ＜ ０. ０００ １；
ｔｓｉ⁃ＬＵＣＡＴ１＃２ ＝ ８. ３３１， Ｐｓｉ⁃ＬＵＣＡＴ１＃２ ＜ ０. ０００ １，图 ３Ａ），ＬＵ⁃
ＣＡＴ１ 过表达后细胞迁移数目增多（ ｔ ＝ ８. １１３，Ｐ ＜
０. ０００ １，图 ３Ａ）。 同样，划痕实验结果表明，ＬＵＣ⁃
ＡＴ１ 敲低抑制细胞迁移能力 （ ｔｓｉ⁃ＬＵＣＡＴ１＃１ ＝ ８. ４０６，
Ｐｓｉ⁃ＬＵＣＡＴ１＃１ ＜ ０. ０００ １； ｔｓｉ⁃ＬＵＣＡＴ１＃２ ＝ ８. ７６５，Ｐｓｉ⁃ＬＵＣＡＴ１＃２ ＜
０. ０００ １，图 ３Ｂ）， ＬＵＣＡＴ１ 过表达促进细胞迁移能

力（ ｔ ＝ ８. ４３０，Ｐ ＜ ０. ０００ １，图 ３Ｂ）。
２． ４　 ＬＵＣＡＴ１ 对胰腺癌细胞 ＭＩＡ ＰａＣａ⁃２ 吉西他

滨化疗敏感性的影响　 ＣＣＫ⁃８ 实验结果显示，与 ｓｉ⁃
ＮＣ 组比较，ｓｉ⁃ＬＵＣＡＴ１＃１ 组、ｓｉ⁃ＬＵＣＡＴ１＃２ 组吉西他

滨 ＩＣ５０降低，过表达组则上调（Ｃｏｎｔｒｏｌ 组、ｓｉ⁃ＮＣ 组、
ｓｉ⁃ＬＵＣＡＴ１＃１ 组、ｓｉ⁃ＬＵＣＡＴ１＃２ 组、Ｖｅｃ 组、Ｖｅｃ⁃ＬＵＣ⁃
ＡＴ１ 组的 ＩＣ５０ 分别为 ３０. ０５、３０. ９１、２４. １０、１９. ８９、
３１. ６８、４３. ９１ μｍｏｌ ／ Ｌ，图 ４）。

图 ２　 ＬＵＣＡＴ１ 对胰腺癌细胞 ＭＩＡ ＰａＣａ⁃２ 增殖、凋亡的影响

Ｆｉｇ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＬＵＣＡＴ１ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＭＩＡ ＰａＣａ⁃２ ｉｎ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ
　 　 Ａ： ｑ⁃ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬＵＣＡＴ１ ｉｎ ＭＩＡ ＰａＣａ⁃２ ａｆｔｅｒ ｓｉＲＮＡ ａｎｄ ｐｌａｓｍｉｄ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ； Ｂ： ＣＣＫ⁃８ ａｓｓａｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＭＩＡ ＰａＣａ⁃２ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ； Ｃ： Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＭＩＡ ＰａＣａ⁃２ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ； ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗ Ｐ ＜ ０. ００１，
∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １ ｖｓ ｓｉ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ； ＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１，＃＃＃＃Ｐ ＜ ０. ０００ １ ｖｓ Ｖｅｃ ｇｒｏｕｐ．
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图 ３　 ＬＵＣＡＴ１ 对胰腺癌细胞 ＭＩＡ ＰａＣａ⁃２ 迁移能力的影响

Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＬＵＣＡＴ１ ｏｎ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＭＩＡ ＰａＣａ⁃２ ｉｎ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ
　 　 Ａ： Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｓｓａｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＭＩＡ ＰａＣａ⁃２ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ × ５； Ｂ： Ｔｈｅ ｓｃｒａｔｃｈ ａｓｓａｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｈｅａｌｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ
ＭＩＡ ＰａＣａ⁃２ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ × ５； ∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １ ｖｓ ｓｉ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ； ＃＃＃＃Ｐ ＜ ０. ０００ １ ｖｓ Ｖｅｃ ｇｒｏｕｐ．

图 ４　 ＬＵＣＡＴ１ 对胰腺癌细胞 ＭＩＡ ＰａＣａ⁃２ 对

吉西他滨化疗敏感性的影响

Ｆｉｇ． ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＬＵＣＡＴ１ ｏｎ ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＭＩＡ ＰａＣａ⁃２ ｔｏ

ｇｅｍｃｉｔａｂｉｎｅ ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ ｉｎ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ

２． ５　 ＬＵＣＡＴ１ 调控 Ａｋｔ 信号通路　 通过 ＧＳＥＡ 将

ＬＵＣＡＴ１ 高表达胰腺癌患者差异基因（ａｄｊＰ ＜ ０. ０５）
与肿瘤相关信号通路因子比对，分析结果显示（图
５Ａ）ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ、Ｐ５３ 等信号通路富集。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
实验验证被富集信号通路的关键蛋白（图 ５Ｂ），ＬＵ⁃
ＣＡＴ１ 被敲低后，ｐ⁃Ａｋｔ 表达降低；将 ＬＵＣＡＴ１ 过表

达后 ｐ⁃Ａｋｔ 表达上调。 在 ＬＵＣＡＴ１ 过表达同时使用

Ａｋｔ 抑制剂 ＭＫ⁃２２０６ 处理细胞，发现 ｐ⁃Ａｋｔ 表达较

过表达组减少。 ｐ⁃Ｐ５３ 蛋白表达随 ＬＵＣＡＴ１ 表达改

变无明显变化。
　 　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验结果显示，过表达 ＬＵＣＡＴ１ 后

ＭＩＡ ＰａＣａ⁃２ 迁移能力可被 ＭＫ⁃２２０６ 抑制（图 ５Ｃ：
ｔＶｅｃ⁃ＬＵＣＡＴ１ ＝ ７. ５２８， ＰＶｅｃ⁃ＬＵＣＡＴ１ ＜ ０. ００１；ｔＶｅｃ⁃ＬＵＣＡＴ１ ＋ ＭＫ⁃２２０６

＝ ７. ００９， ＰＶｅｃ⁃ＬＵＣＡＴ１ ＋ ＭＫ⁃２２０６ ＜ ０. ００１）；ＣＣＫ⁃８ 实验检

测 ＭＩＡ ＰａＣａ⁃２ 的增殖能力，结果显示，在 ＬＵＣＡＴ１
高表达的情况下，ＭＫ⁃２２０６ 处理组的 ＭＩＡ ＰａＣａ⁃２ 细胞

增殖能力被抑制（图 ５Ｄ：ｔＶｅｃ⁃ＬＵＣＡＴ１ ＝８. ７４８，ＰＶｅｃ⁃ＬＵＣＡＴ１ ＜
０. ０１； ｔＶｅｃ⁃ＬＵＣＡＴ１ ＋ ＭＫ⁃２２０６ ＝ ９. ４８２， ＰＶｅｃ⁃ＬＵＣＡＴ１ ＋ ＭＫ⁃２２０６ ＜
０. ００１）；用吉西他滨 ＭＩＡ ＰａＣａ⁃２ 细胞 ＩＣ５０ 浓度处

理，ＣＣＫ⁃８ 实验检测各组 ＭＩＡ ＰａＣａ⁃２ 的细胞活力，
结果显示，ＭＫ⁃２２０６ 可降低 ＭＩＡ ＰａＣａ⁃２ 细胞中 ＬＵ⁃
ＣＡＴ１ 高表达所提升的吉西他滨耐药性 （图 ５Ｅ：
ｔＶｅｃ⁃ＬＵＣＡＴ１ ＝ １７. ３２０， ＰＶｅｃ⁃ＬＵＣＡＴ１ ＜ ０. ０００ １；
ｔＶｅｃ⁃ＬＵＣＡＴ１ ＋ ＭＫ⁃２２０６ ＝１１. ０１０， ＰＶｅｃ⁃ＬＵＣＡＴ１ ＋ ＭＫ⁃２２０６ ＜０. ００１）。

３　 讨论

　 　 ＬｎｃＲＮＡ ＬＵＣＡＴ１ 在多种恶性肿瘤中差异表达

并通过不同调控方式影响肿瘤发生发展的作用。 研

究［６］表明，ＬＵＣＡＴ１ 可以和多梳抑制复合物 ２ 形成

复合体，抑制 ｐ２１ 与 ｐ５７，进而增强非小细胞肺癌细

胞在体内外的增殖能力。 研究［７］ 表明，ＬＵＣＡＴ１ 还

可通过泛素化、甲基化等多种方式促进食管癌的发

生。 此外，ＬＵＣＡＴ１ 可通过下调 ＤＮＡ 甲基转移酶 １
从而促进食管癌细胞增殖转移［７］。 然而， ｌｎｃＲＮＡ
ＬＵＣＡＴ１ 在胰腺癌发生发展中的作用机制尚未明

确。 本研究结合在线数据库 ＧＥＰＩＡ 分析发现，
ＬＵＣＡＴ１ 在肺癌、肝癌、胰腺癌等恶性肿瘤中表达上
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图 ５　 ＬＵＣＡＴ１ 调控 Ａｋｔ 信号通路

Ｆｉｇ． ５　 ＬＵＣＡＴ１ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ
　 　 Ａ： ＧＳＥＡ ｇｅｎｅ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ； Ｂ： Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｓｓａｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ； Ｃ： Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｓｓａｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＭＫ⁃２２０６ ｏｎ
ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＭＩＡ ＰａＣａ⁃２ ｃｅｌｌｓ × ５； Ｄ： ＣＣＫ⁃８ ａｓｓａｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＭＫ⁃２２０６ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＭＩＡ ＰａＣａ⁃２ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ
ＬＵＣＡＴ１ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ； Ｅ： ＣＣＫ⁃８ ａｓｓａｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＭＫ⁃２２０６ ｏｎ ｇｅｍｃｉｔａｂｉｎｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ＭＩＡ ＰａＣａ⁃２ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ＬＵＣＡＴ１ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓ⁃
ｓｉｏｎ； ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１， ∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １ ｖｓ Ｖｅｃ ｇｒｏｕｐ； ＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ Ｖｅｃ⁃ＬＵＣＡＴ１ ｇｒｏｕｐ．

调。 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验结果提示， ＬＵＣＡＴ１ 促进 ＭＩＡ
ＰａＣａ⁃２ 迁移能力。 ＣＣＫ⁃８ 及流式细胞术实验结果

表明，ＬＵＣＡＴ１ 对于 ＭＩＡ ＰａＣａ⁃２ 细胞具有促进增

殖、抑制凋亡以及促进对吉西他滨耐药的作用。 上

述结果初步提示，ＬＵＣＡＴ１ 在胰腺癌中可能具有促

进肿瘤进展的作用。
　 　 ＬＵＣＡＴ１ 可通过与 ｍｉＲＮＡ、 ＲＮＡ 结合蛋白

（ＲＮＡ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ， ＲＢＰ）或直接结合肿瘤相关

基因启动子区域等多种方式影响肿瘤进展。 在乳腺

癌中［８］，ＬＵＣＡＴ１ 通过吸附 ｍｉＲＮＡ，间接激活 Ｗｎｔ ／
β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路，促进乳腺癌细胞干性。 另有研

究［９］表明，ＬＵＣＡＴ１ 在大肠癌中可间接活化 Ｐ５３ 信

号通路进而促进肿瘤进展。 本研究通过 ＦＩＳＨ 实验

验证了 ＬＵＣＡＴ１ 在胰腺癌组织中的表达及分布情

况，ＬＵＣＡＴ１ 在胰腺癌组织中广泛分布且主要定位

于细胞核，进一步印证了 ＬＵＣＡＴ１ 可能参与的分子

调控机制。 为了寻找 ＬＵＣＡＴ１ 调控胰腺癌进展的具

体机制，本研究通过 ＧＳＥＡ 预测下游信号通路：
ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ、Ｐ５３ 等信号通路被显著富集。 经 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 验证，发现 ｐ⁃Ａｋｔ 蛋白水平随 ＬＵＣＡＴ１ 表达水平

波动，当 ＬＵＣＡＴ１ 被敲低时，ｐ⁃Ａｋｔ 蛋白水平下调；过
表达 ＬＵＣＡＴ１ 后则上升，且该现象可被 ＭＫ⁃２２０６ 逆

转。 Ｐ５３ 蛋白水平无明显变化。 因此认为 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ
信号通路可能与 ＬＵＣＡＴ１ 密切相关。 尽管目前少有
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报道阐述胰腺癌中 ＬＵＣＡＴ１ 与 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路

之间的具体关系，但鉴于其 ｌｎｃＲＮＡ 的特性，亦有报

道证实了 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路可影响胰腺癌吉西他

滨耐药性［１０］，ＬＵＣＡＴ１［１１ － １４］ 或通过充当 ｍｉＲＮＡ“分
子海绵”、或与 ＲＢＰ 结合、或直接结合癌与抑癌基因

ＤＮＡ 等方式影响 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路活性水平。
　 　 Ａｋｔ 是一类由 Ａｋｔ１、Ａｋｔ２ 和 Ａｋｔ３ 亚型组成的功

能性致癌蛋白，主要通过调控细胞增殖、凋亡和糖代

谢等功能来发挥其生物学效应。 其中 ｐ⁃Ａｋｔ 是 Ａｋｔ
最重要的活化形式，ｐ⁃Ａｋｔ 不仅可以联合细胞内的

生长因子和凋亡蛋白抑制肿瘤细胞的凋亡，还可以

干预自噬相关信号通路影响肿瘤细胞自噬性凋亡，
这与本研究中的功能实验结果一致，过表达 ＬＵＣ⁃
ＡＴ１ 的 ＭＩＡ ＰａＣａ⁃２ 增殖和抗凋亡能力显著促进；
ＭＫ⁃２２０６ 是一种 Ａｋｔ 小分子变构抑制剂，主要通过

影响 Ａｋｔ 的磷酸化过程，在用 ＭＫ⁃２２０６ 处理后，ＭＩＡ
ＰａＣａ⁃２ 增殖能力则有所减弱，ＭＫ⁃２２０６ 还可影响胰

腺癌细胞对吉西他滨耐药性［１０］，这说明 ｐ⁃Ａｋｔ 是

ＬＵＣＡＴ１ 在 ＭＩＡ ＰａＣａ⁃２ 中调控肿瘤生物学功能的

重要直接或者间接靶向因子。 此外，Ａｋｔ 调控肿瘤

微环境的形成，其中不乏 ｌｎｃＲＮＡ 的参与。 研究［１５］

显示，ＨＩＦ⁃１α 的反义 ＲＮＡ 在吉西他滨耐药的胰腺

癌细胞中显著升高，其通过上调 ＨＩＦ⁃１α 表达，从而

促进糖酵解，增强胰腺癌细胞的吉西他滨抵抗力。
ＬＵＣＡＴ１ 也是一种可被 ＨＩＦ⁃１α 诱导的 ｌｎｃＲＮＡ［１６］。
本研究虽然初步验证了 ＬＵＣＡＴ１ 与 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号

通路的相关性，但尚未明确其具体分子机制。 Ａｋｔ
作为肿瘤中高丰度表达且活跃的信号分子，其上下

游通路及其相关调控因子也具有研究意义，如

ｍＴＯＲ、ＶＥＧＦ、ＭＡＰＫ 等，ＬＵＣＡＴ１ 与 Ａｋｔ 及其信号

通路网络的关系和具体机制有待继续研究。
　 　 本研究存在一定局限性： 初步探究了 ＬＵＣＡＴ１
在胰腺癌细胞 ＭＩＡ ＰａＣａ⁃２ 中的功能和机制，有待在

其他胰腺癌细胞系中进一步证实 ＬＵＣＡＴ１ 对胰腺癌

细胞恶性表型的影响。 初步表明 ＬＵＣＡＴ１ 可调控

Ａｋｔ 信号通路表达，但具体机制有待进一步探究。
未来需深入寻找可能与 ＬＵＣＡＴ１ 结合的 ｍｉＲＮＡ 或

ＲＢＰ，并通过双荧光素酶报告实验、ＲＮＡ ｐｕｌｌｄｏｗｎ、
ＲＩＰ 等实验来进一步验证。 ＬＵＣＡＴ１ 表达水平与病

理特征之间的关联需结合临床病例样本从而进一步

商榷 ＬＵＣＡＴ１ 作为胰腺癌诊断及预后标志物的可靠

性。
　 　 综上所述，本研究发现 ＬＵＣＡＴ１ 在胰腺癌组织

中高表达，在体外实验中可促进胰腺癌细胞 ＭＩＡ

ＰａＣａ⁃２ 增殖、迁移能力，抑制细胞凋亡，促进对吉西

他滨耐药，并初步探究了 ＬＵＣＡＴ１⁃Ａｋｔ 轴可能是促

进胰腺癌进展的重要信号通路。 本研究拓展了 ＬＵ⁃
ＣＡＴ１ 在胰腺癌中的功能及其调控机制，并为临床

肿瘤诊断标志物及靶向治疗提供理论依据和新思

路。
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