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长链非编码RNA VLDLR对人胰腺癌细胞

增殖和迁移能力的影响
孙姚承1  王大为2  徐  岷2  周海浪2  龚爱华3  陈吉祥1*

(1江苏大学附属医院普外科,  镇江 212001; 2江苏大学附属医院消化内科,  镇江 2120001;
3江苏大学医学院,  镇江 212013)

摘要      该文探讨了长链非编码RNA(long non-coding RNA, 1ncRNA) VLDLR在胰腺癌组织及

5株细胞系中的表达, 并分析了其对细胞增殖和迁移能力的影响。通过定量反转录PCR(quantitative 
reverse transcription PCR, qRT-PCR)检测VLDLR在14例胰腺癌组织和对应癌旁组织及5株细胞系中

的表达水平, 并进一步利用RNA干扰(ribonucleic acid interference, RNAi)技术探讨VLDLR的生物学

功能。CCK-8和克隆形成实验检测细胞增殖能力, Transwell实验检测细胞迁移能力, Western blot检
测蛋白质表达。结果发现, 14例胰腺癌组织中, VLDLR相对表达水平为4.49±5.85(P<0.05), VLDLR
在5株胰腺癌细胞中差异性表达。与对照组相比, 实验组细胞中VLDLR mRNA水平明显降低(t分别

为32.43、19.02, P<0.05); 细胞增殖、细胞克隆形成及迁移能力明显均降低(P<0.05), 基质金属蛋

白酶-2(matrix metalloproteinase-2, MMP-2)和MMP-9蛋白质水平降低(P<0.05)。该研究结果表明, 
VLDLR在胰腺癌中高表达, 下调VLDLR表达可降低胰腺癌细胞的增殖和迁移能力。
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Abstract       The aim of this paper is to investigate the expression profile of long non-coding RNA VLDLR 
in pancreatic cancer tissues and 5 different cell lines and the effect of VLDLR on the proliferation and migration 
of pancreatic cancer cell. Quantitative reverse transcription PCR (qRT-PCR) was performed to detect the relative 
expression of VLDLR in 14 cases of pancreatic cancer tissues and corresponding para-carcinoma tissues and five 
cell lines. The proliferation rates were examined by CCK-8 and colony formation assays. The migration rates were 
examined by Transwell assays. The relative level of the protein was detected by Western blot. The relative level 
of VLDLR mRNA in 14 cases of pancreatic cancer tissues was 4.49±5.85 (P<0.05). The relative level of VLDLR 
mRNA were different in five pancreatic cancer cell lines. Compared with the control group, VLDLR mRNA level 
was decreased (t=32.43, 19.02, P<0.05) and the ability of proliferation, cell colony-forming and migration were 
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significantly inhibited in experiment group (P<0.05). The protein levels of matrix metalloproteinase-2 (MMP-2) 
and MMP-9 were reduced (P<0.05). These results indicated that the expression of VLDLR was up-regulated in 
pancreatic cancer. Knockdown of VLDLR could decrease the proliferation and migration of pancreatic cancer cell.

Keywords       Long non-coding RNA; VLDLR; pancreatic cancer; cell proliferation; cell migration

胰腺癌(pancreatic cancer, PC)是最致命的恶性

肿瘤之一, 预后极差, 5年生存率不及5%[1-2]。PC预
后差的主要原因是早期缺乏特异性临床症状、无有

效的早期诊断标志物、早期转移及对标准的放化疗

效果差[3]。迄今为止, 根治性手术切除仍是有望治愈

胰腺癌的唯一途径[4]。然而, 超过80%的患者就诊时

已属晚期, 胰腺癌外科治疗效果仍不容乐观。胰腺

癌发生机制复杂, 目前尚不十分明确, 寻找新的诊断

治疗靶点是胰腺癌研究的重点。

长链非编码RNA(long non-coding RNA, 1ncRNA)
是一类长度大于200 nt的RNA, 缺乏明显的开放阅

读框架, 不能参与编码蛋白质, 起初被认为是基因

组转录的“噪音”[5]。随着对lncRNA研究的不断深

入, 科学家发现, 在不同的肿瘤组织中、肿瘤组织与

相邻正常组织间存在表达差异, 包括胰腺癌, 它们

在致癌、抑癌机制中均发挥相关作用。目前发现, 
lncRNA VLDLR在肝细胞癌组织中高表达, 且在肝

细胞癌的化疗抵抗中发挥作用[6]。然而, VLDLR在
胰腺癌中的具体生物学功能尚不清楚。因此, 本研

究应用细胞和分子生物学技术检测VLDLR在胰腺

癌组织和细胞株中的表达, 并观察其对胰腺癌细胞

增殖活力和迁移能力的影响。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   细胞和组织      人胰腺癌细胞株(PANC1、
PaTu8988、SW1990、BxPC3、Capan2)由江苏大学

医学院细胞生物学实验室保存。组织标本来源于本

院2014年2月至2016年1月经病理确诊的14例胰腺癌

患者, 取经手术切除的14例癌组织及对应癌旁组织

标本。该研究已经获得了医院伦理委员会的批准, 
且所有受试对象均知情。

1.1.2 主要试剂    胎牛血清和DMEM购于Gibco公
司。Trizol试剂和LipofectamineTM 2000购于Invitrogen
公司。反转录试剂盒和ECL试剂盒购于Thermo公
司。鼠抗人β-tubulin抗体和2×SYBRGreen实时定量 
PCR预混合溶液购于Bioworld公司。兔抗人MMP-

2(matrix metalloproteinase-2)抗体和兔抗人MMP-9抗
体购于Cell Signaling Technology公司。CCK-8试剂

购于南京诺唯赞生物科技有限公司。Transwell小室

购于Corning公司。结晶紫染色液购于Beyotime公司。

1.2   方法

1.2.1   细胞转染      细胞培养至对数生长期, 用PBS
洗2次, 胰蛋白酶消化5 min后终止消化, 离心5 min, 
10% FBS-DMEM重悬细胞并计数, 取2.5×105细胞接

种至6孔板中并混匀, 置于37 °C、含5% CO2的培养

箱中孵育。24 h后将siRNA和LipofectamineTM 2000
分别加入Opti-MEM中 , 轻轻振摇5 min后混匀 , 制
成转染液 , 室温静置25 min后将转染液加入细胞中 , 
轻轻混匀 , 孵育 6 h后弃去转染液 , 加入 10% FBS-
DMEM继续培养。VLDLR干扰RNA(si-VLDLR)及
阴性对照 (si-NC)序列由吉玛公司合成。si-VLDLR
上游序列: 5′-GCA CAA CAC CCA AAG ACA UTT-3′, 
下游 : 5′-AUG UCU UUG GGU GUU GUG CTT-3′; 
si-NC上游序列 : 5′-UUC UCC GAA CGU GUC ACG 
UTT-3′, 下游 : 5′-ACG UGA CAC GUU CGG AGA 
ATT-3′。
1.2.2   qRT-PCR检测VLDLR mRNA的水平      按
照Trizol试剂说明书提取5种胰腺癌细胞(PANC1、 
PaTu8988、 SW1990、 BxPC3、 Capan2)和胰腺癌组

织RNA, 反转录成cDNA, 分别以cDNA为模板扩增

VLDLR、U6。qRT-PCR反应条件: 98 °C预变性30 s; 
98 °C变性10 s, 56 °C退火30 s, 72 °C延伸10 s, 共40个
循环; 4 °C保存。VLDLR上游引物序列: 5′-AGC AGT 
CAC ATT CAT CGC AC-3′, 下游引物序列: 5′-GAG 
GAA TAG GTG CGA ACT GC-3′。U6上游引物序列: 
5′-GCG CGT CGT GAA GCG TTC-3′,  下游引物序列: 
5′-GTG CAG GGT CCG AGG T-3′。U6作为内参, 计算

VLDLR相对表达量(RQ值), 计算公式为: ΔCt=Ct目的基因 

–Ct内参,  ΔΔCt=ΔCt实验组–ΔCt对照组, RQ=2–ΔΔCt, 将对照组

目的基因mRNA的相对表达量作为1。
1.2.3   Western blot      转染48 h后收集对照组与实验

组细胞, 100 °C煮沸10 min, 12 000 r/min离心5 min。
10% SDS-PAGE分离蛋白质, 300 mA转至PVDF膜。
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5%脱脂奶粉常温封闭1 h, 一抗4 °C孵育过夜; TBST
洗膜3次, 每次10 min。室温下二抗孵育1 h, TBST洗
膜3次, 每次10 min。ECL化学发光检测显影, 凝胶

成像系统拍照, Quantity One软件分析条带灰度值。 
1.2.4   CCK-8法检测细胞增殖能力     将PaTu8988和
SW1990细胞随机分为对照组和实验组, 分别转染

si-NC和si-VLDLR。以(2.5~3.5)×103/孔接种细胞于

96孔板中, 每组设4个复孔, 将10 μL CCK-8溶液分别

于24、48、72、96 h加入2组细胞, 于细胞培养箱避

光孵育2 h, 490 nm处测量光密度值, 重复3次, 取平

均值, 计算细胞相对增殖率, 并绘制生长曲线。

1.2.5 克隆形成实验检测细胞增殖能力  对照组

和实验组PaTu8988和SW1990细胞分别转染 si-NC
和si-VLDLR, 12 h后用0.25%胰蛋白酶消化 , 按每 孔

500、 1 000、 2 000的细胞密度分别混合均匀后

接种于6孔板中, 每组设3个平行样品, 培养箱孵育

9~12 d。 当6孔板中出现肉眼可见的克隆时终止

培养。用4%多聚甲醛溶液固定20 min, 结晶紫染色

30 min, 观察并拍照, 计数细胞克隆数, 结果取平均值。 
1.2.6  Transwell迁移实验检测细胞迁移能力       对
照组和实验组细胞分别转染si-NC和si-VLDLR, 48 h
后以0.25%胰蛋白酶消化, PBS洗2次, 600 r/min离心

4 min, 弃上清液。加600 μL无血清DMEM重悬细

胞, 计数板计数细胞, 将1×106细胞种入Transwell小
室(不含基质胶)上层, 小室下层加入500 μL含血清的

DMEM置于细胞培养箱孵育。36~48 h后将小室取出, 
吸尽培养基, 将小室于4%多聚甲醛固定20 min, 结晶

紫染色30 min, 观察拍照, 计数细胞迁移数, 结果取平

均值。

1.3   统计分析

应用GraphPad Prism 5软件进行统计学分析, 实
验所得数据用平均数±标准差(x

_
±s)表示, 独立样本采

用t检验, 组间比较采用单因素方差分析, P<0.05表
示差异有统计学意义。

 
2   结果
2.1   胰腺癌组织及胰腺癌细胞中VLDLR mRNA
水平

qRT-PCR检测14例胰腺癌组织和对应癌旁组

织中VLDLR的mRNA水平。经2–ΔΔCt法计算, 与N组

(癌旁组织)相比, T组(癌组织)的VLDLR相对水平为

4.49±5.85, 明显增高, 差异具有统计学意义(P<0.05)
(图1A)。qRT-PCR结果表明, 以BxPC3相对表达量为1, 
胰腺癌细胞中VLDLR mRNA水平由高到低依次为: 
PaTu8988>SW1990>PANC1>BxPC3>Capan2(P<0.05)
(图1B)。根据实验结果选择在PaTu8988和SW1990
细胞中干扰VLDLR的表达水平, 并检测其对细胞增

殖和迁移能力的影响。

2.2   转染si-VLDLR下调VLDLR mRNA水平

qRT-PCR结果表明, 与si-NC组相比, si-VLDLR
组中VLDLR mRNA相对水平明显降低(t分别为32.43
和19.02, P<0.05)(图2)。
2.3   下调VLDLR表达抑制胰腺癌细胞的增殖

CCK-8实验结果显示, si-VLDLR组48、72、96 h

A: 胰腺癌组织中VLDLR mRNA相对水平(N: 癌旁组织; T: 癌组织), *P<0.05, 与N组相比较; B: 胰腺癌细胞中的VLDLR mRNA相对水平, 
*P<0.05, 代表各组的均数不全相同。

A: VLDLR mRNA levels in pancreatic cancer tissues (N: para-carcinoma tissue; T: pancreatic cancer tissue); *P<0.05 vs N group; B: VLDLR mRNA 
levels in pancreatic cancer cell lines. *P<0.05, the mean for each group is not the same.

图1   胰腺癌组织及胰腺癌细胞中VLDLR mRNA水平

Fig.1   The mRNA levels of VLDLR in pancreatic cancer tissues and cell lines
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细胞增殖率明显低于si-NC组(P<0.05)。克隆形成

实验结果显示, si-VLDLR组克隆形成数明显低于

si-NC组(t分别为4.89和8.07, P<0.05)(图3)。这些结

果表明, 下调VLDLR的表达能够明显抑制胰腺癌细

胞的增殖。

2.4   下调VLDLR表达抑制胰腺癌细胞的迁移

Transwell迁移实验结果显示, si-NC组穿膜细胞

数明显高于si-VLDLR组(t分别为7.59和6.42, P<0.05)

*P<0.05, 与si-NC组相比较。

*P<0.05 vs si-NC group.
图2   转染si-VLDLR下调VLDLR mRNA水平

Fig.2   The mRNA levels of VLDLR significantly reduced in si-VLDLR group
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A: CCK-8实验; B:克隆形成实验。*P<0.05, 与si-NC组相比较。

A: CCK-8 assay; B: colony formation assay. *P<0.05 vs si-NC group.
图3   下调VLDLR表达对细胞增殖能力的影响

Fig.3   Effects of down-regulated expression of VLDLR on cell proliferation ability
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(图4A)。由此表明, 下调VLDLR的表达可明显抑制

胰腺癌细胞的迁移。免疫印迹法结果表明, 与si-NC
组相比, si-VLDLR组胰腺癌细胞中MMP-2和MMP-9
蛋白质相对水平明显降低(P<0.05)(图4B)。

3   讨论
近年来, ncRNA在肿瘤发生、发展中的调控作

用逐渐引起人们的关注。在人类基因组中, ncRNA广

泛存在于细胞核和胞质内, 包括微小RNA(microRNA, 
miRNA)、Piwi相互作用RNA(Piwi-interacting RNA, 
piRNA)及lncRNA等。迄今为止, 大量miRNA在肿瘤

抑制和形成中的作用已经得到证实[7]。随着研究的

深入, 越来越多的证据表明, lncRNA在细胞生物学

进程中有着重要作用, 如细胞增殖和凋亡[8]、细胞

侵袭转移[9]、干细胞多能性[10]、药物抵抗[11]等。多

个lncRNA已被发现与胰腺癌具有密切关系。例如, 
lncRNA UCA1被证实与胰腺癌肿瘤大小、浸润深度、

肿瘤分期有关[12], lncRNA uc.345能促进胰腺癌的进

程影响总体生存时间[13], lncRNA MALAT1(metastasis 
associated lung adenocarcinoma transcript 1)能促进胰

腺癌细胞的增殖和侵袭[14]。然而, VLDLR在胰腺癌

中的具体生物学功能尚不清楚。

本研究证实, 胰腺癌组织中普遍呈现出VLDLR
高表达的特点。VLDLR在5株不同胰腺癌细胞系中

的表达具有差异性, 在PaTu8988和SW1990细胞中

相对高表达, 而在BxPC3和Capan2细胞中相对低表

达。为探讨VLDLR异常表达在胰腺癌发生、发展

中可能的生物学作用, 本研究采用细胞转染的方法

对其增殖和迁移能力进行分析。本研究发现, 在胰

腺癌细胞中干扰VLDLR的表达能抑制细胞增殖的

能力, 与之前在肝细胞癌中的报道一致[6]。另一方面, 
癌细胞的迁移和侵袭能力是其恶性生物学行为的表

现, 也是影响疾病进展和预后的重要因素, 在胰腺癌

细胞中干扰VLDLR的表达能抑制细胞迁移的能力。

基质金属蛋白酶(matrix metallproteinases, MMPs)
是一类与肿瘤侵袭转移密切相关的蛋白水解酶。
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图4   下调VLDLR表达对细胞迁移能力的影响

Fig.4   Effects of down-regulated expression of VLDLR on cell migration ability
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MMPs降解细胞外基质, 重塑细胞黏附力, 促进合成

和释放多种调节血管生长的因子, 促进血管生成, 激
发其他一些潜在的生物活性, 参与肿瘤的免疫过程, 
因而在肿瘤侵袭转移中起到关键作用[15]。本研究

结果显示, 干扰VLDLR后, 在胰腺癌细胞中MMP-2
和MMP-9表达量降低, 提示VLDLR可能通过调控

MMPs的表达参与了胰腺癌侵袭转移。本研究未分

析VLDLR与胰腺癌的某些预后影响因素如肿瘤的

TNM分期、分化类型、肿瘤大小及生存时间的相

关性, 这些还需进一步研究。

综上所述, 胰腺癌组织中VLDLR表达明显上

调, 干扰VLDLR能够显著抑制胰腺癌细胞的增殖

和迁移, 提示VLDLR作为胰腺癌的原癌基因, 在胰

腺癌的发生、发展中扮演着重要的角色, 但其具体

分子机制有待进一步研究。同时, 通过靶向干扰

VLDLR来抑制胰腺癌细胞的增殖和迁移有望为胰

腺癌治疗提供新思路。
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