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细胞外信号调节激酶及蛋白激酶 Ｂ信号通路
在微 ＲＮＡ２１促进胆管癌细胞
侵袭转移中的作用

晋志远　黄强　刘臣海　刘振　朱成林　谢放　汪超

　　【摘要】　目的　观察细胞外信号调节激酶１／２（ＥＲＫ１／２）及蛋白激酶 Ｂ（Ａｋｔ）信号通路在微 ＲＮＡ２１
（ｍｉＲ２１）促进胆管癌细胞侵袭转移中的作用。方法　采用实验研究方法。体外培养胆管癌细胞 ＱＢＣ９３９
细胞，通过构建合成无关序列、ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ和 ｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ并转染到细胞中，将细胞分为４组：ｃｅｌｌ
组：自然生长细胞，２１ＮＣ组：转染无关序列，２１Ｍ组：转染 ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ，２１Ｉ组：转染 ｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ。
另取２１Ｍ组细胞进一步分为２组，分别加入２０μｍｏｌ／ＬＬＹ２９４００２和１０μｍｏｌ／ＬＵ０１２６处理４８ｈ，用于后续
实验。检测指标：（１）ＲＴｑＰＣＲ检测ｍｉＲ２１在各组胆管癌细胞中的表达。（２）Ｗｅｒｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组胆管
癌细胞第１０号染色体缺失的张力同源性磷酸酶（ＰＴＥＮ）、ＥＲＫ及Ａｋｔ蛋白的相对表达量。（３）划痕实验检
测各组胆管癌细胞迁移能力。（４）Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测各组胆管癌细胞迁移与侵袭能力的影响。正态分布
的计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，两组均数比较采用 ｔ检验，多组均数比较采用方差分析，组间两两比较采用
Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ检验，重复测量数据采用重复测量方差分析。结果　（１）ｍｉＲ２１在 ｃｅｌｌ组、２１ＮＣ组、２１Ｍ组及
２１Ｉ组中的相对表达量分别为１０１０±００１０、０９８０±００５０、４９００±０３５０、０２６０±００１０，４组比较，差异
有统计学意义（Ｆ＝７８２３，Ｐ＜００５）。２１ＮＣ组ｍｉＲ２１表达分别与ｃｅｌｌ组比较，差异均无统计学意义（Ｐ＞
００５）。２１Ｍ组ｍｉＲ２１表达较ｃｅｌｌ组增加，２１Ｉ组较ｃｅｌｌ组减少，２１Ｍ组和２１Ｉ组分别与 ｃｅｌｌ组比较，差
异均有统计学意义（Ｐ＜００５）。（２）ｃｅｌｌ组、２１ＮＣ组、２１Ｍ组、２１Ｉ组细胞 ＰＴＥＮ蛋白相对表达量分别为
０３６０±００２０、０４００±００３０、０１４０±００１０、０６８０±０１１０，ＥＲＫ蛋白相对表达量分别为００４５±０１２６、
０４７０±０１４０、０４６０±００６０、０４４０±０１１０，ｐＥＲＫ蛋白相对表达量分别为０３１０±００２０、０３８０±００４０、
０５９０±００６０、０１６０±００１０，Ａｋｔ蛋白相对表达量分别为 ０４００±００１０、０３９０±００８０、０４１０±００９０、
０３８０±００７０，ｐＡｋｔ蛋白相对表达量分别为０４４０±０１１０、０５１０±０１２０、０９８０±０１５０、０１９０±００１０，
４组细胞 ＰＴＥＮ、ｐＥＲＫ、ｐＡｋｔ蛋白相对表达量比较，差异均有统计学意义（Ｆ＝１０２３，１２７８，１８１１，Ｐ＜
００５），与ｃｅｌｌ组比较，２１ＮＣ组ＰＴＥＮ、ＥＲＫ、ｐＥＲＫ、Ａｋｔ、ｐＡｋｔ表达，差异均无统计学意义（Ｐ＞００５）；而
２１Ｍ组与ｃｅｌｌ组比较，ＰＴＥＮ表达减少，ｐＥＲＫ和ｐＡｋｔ表达增加，差异有均有统计学意义（Ｐ＜００５）；２１Ｉ
组与ｃｅｌｌ组比较，ＰＴＥＮ表达增加，而 ｐＥＲＫ和 ｐＡｋｔ表达降低，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。（３）ｃｅｌｌ
组、２１Ｍ组、ｍｉＲ２１＋ＬＹ２９４００２组、ｍｉＲ２１＋Ｕ０１２６组细胞６～４８ｈ迁移率变化范围为１２０％±３０％～
２３０％±５０％，２１０％±４０％～４３０％±７０％，６０％±１０％～１８０％±４０％，９０％±２０％～２６０％±
６０％。与ｃｅｌｌ组比较，２１Ｍ组细胞迁移能力各时间点迁移率更高，两组迁移率变化趋势比较，差异有统计
学意义（Ｆ＝１６２３，Ｐ＜００５）。ｍｉＲ２１＋ＬＹ２９４００２组、ｍｉＲ２１＋Ｕ０１２６组迁移率较２１Ｍ组下降，３组迁移
率趋势比较，差异有统计学意义（Ｆ＝２５２１，Ｐ＜００５），３组迁移率变化趋势与时间交互效应，具有统计学
意义（Ｆ＝３５３１，Ｐ＜００５）。（４）ｃｅｌｌ组、２１Ｍ组、ｍｉＲ２１＋ＬＹ２９４００２组、ｍｉＲ２１＋Ｕ０１２６组迁移细胞数分
别为（１９８±３２）个、（２４８±３９）个、（１８７±２３）个、（１７４±２８）个，４组比较，差异有统计学意义（Ｆ＝８４８，Ｐ＜
００５）；２１Ｍ组与 ｃｅｌｌ组比较，差异有统计学意义（ｔ＝４１３，Ｐ＜００５）；ｍｉＲ２１＋ＬＹ２９４００２组、ｍｉＲ２１＋
Ｕ０１２６组迁移细胞数较２１Ｍ组下降，３组比较，差异有统计学意义（Ｆ＝２１９８，Ｐ＜００５）。ｃｅｌｌ组、２１Ｍ
组、ｍｉＲ２１＋ＬＹ２９４００２组、ｍｉＲ２１＋Ｕ０１２６组侵袭细胞数分别为（１０２±２２）个、（２１１±３６）个、（５５±９）个、
（６７±１３）个，４组比较，差异有统计学意义（Ｆ＝１１３２，Ｐ＜００５）；２１Ｍ组与ｃｅｌｌ组比较，差异有统计学意义
（ｔ＝６６７，Ｐ＜００５）；ｍｉＲ２１＋ＬＹ２９４００２组、ｍｉＲ２１＋Ｕ０１２６组侵袭细胞数较２１Ｍ组下降，３组比较，差异
有统计学意义（Ｆ＝３６２３，Ｐ＜００５）。结论　ＥＲＫ及 Ａｋｔ信号通路参与了 ｍｉＲ２１促进胆管癌细胞侵袭
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迁移，ＰＴＥＮ可能介导了ｍｉＲ２１通过ＥＲＫ及Ａｋｔ通路促进胆管癌侵袭转移的过程。
　　【关键词】　胆管肿瘤；　微ＲＮＡ２１；　侵袭；　迁移；　细胞外信号调节激酶；　蛋白激酶Ｂ
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ｔｈｅ４ｇｒｏｕｐｓ（Ｆ＝７８２３，Ｐ＜００５），ｗｉｔｈｎｏｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅ２１ＮＣｇｒｏｕｐａｎｄｃｅｌｌ
ｇｒｏｕｐ（Ｐ＞００５）．Ｔｈｅｒｅｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅ２１Ｍｇｒｏｕｐａｎｄｃｅｌｌｇｒｏｕｐ，ｄｅｃｒｅａｓｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅ２１Ｉｇｒｏｕｐａｎｄｃｅｌｌｇｒｏｕｐａｎｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎ２１Ｍｇｒｏｕｐｏｒ２１Ｉｇｒｏｕｐａｎｄｃｅｌｌｇｒｏｕｐ
（Ｐ＜００５）．（２）ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＰＴＥＮ，ＥＲＫ，ｐＥＲＫ，ＡｋｔａｎｄｐＡｋｔｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｔｈｅｃｅｌｌｇｒｏｕｐ，２１
ＮＣｇｒｏｕｐ，２１Ｍｇｒｏｕｐａｎｄ２１Ｉｇｒｏｕｐｗｅｒｅ０３６０±００２０，０４００±００３０，０１４０±００１０，０６８０±０１１０ａｎｄ
００４５±０１２６，０４７０±０１４０，０４６０±００６０，０４４０±０１１０ａｎｄ０３１０±００２０，０３８０±００４０，０５９０±
００６０，０１６０±００１０ａｎｄ０４００±００１０，０３９０±００８０，０４１０±００９０，０３８０±００７０ａｎｄ０４４０±０１１０，
０５１０±０１２０，０９８０±０１５０，０１９０±００１０，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｓｈｏｗｉｎｇｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓａｍｏｎｇ
ｔｈｅ４ｇｒｏｕｐｓ（Ｆ＝１０２３，１２７８，１８１１，Ｐ＜００５）．Ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＰＴＥＮ，ＥＲＫ，ｐＥＲＫ，ＡｋｔａｎｄｐＡｋｔｐｒｏｔｅｉｎｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｃｅｌｌｇｒｏｕｐａｎｄ２１ＮＣｇｒｏｕｐ（Ｐ＞００５）．
Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｅｌｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｒｅｗａｓｄｅｃｒｅａｓｅｄＰＴＥＮｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｉｎｃｒｅａｓｅｄｐＥＲＫａｎｄｐＡｋｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｉｎ
ｔｈｅ２１Ｍｇｒｏｕｐ，ｓｈｏｗｉｎｇｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（Ｐ＜００５）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｅｌｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｒｅｗａｓ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄＰＴＥＮｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｄｅｃｒｅａｓｅｄｐＥＲＫａｎｄｐＡｋｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｉｎｔｈｅ２１Ｉｇｒｏｕｐ，ｓｈｏｗｉｎｇｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（Ｐ＜００５）．（３）Ｔｈｅｃｈａｎｇｅｏｆｍｉｇｒａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｃｅｌｌｓｆｒｏｍ６ｈｏｕｒｓｔｏ４８ｈｏｕｒｓｗｅｒｅｆｒｏｍ
１２０％±３０％ ｔｏ２３０％±５０％ ｉｎｔｈｅｃｅｌｌｇｒｏｕｐ，ｆｒｏｍ２１０％±４０％ ｔｏ４３０％±７０％ ｉｎｔｈｅ２１Ｍｇｒｏｕｐ，
ｆｒｏｍ６０％±１０％ ｔｏ１８０％±４０％ ｉｎｔｈｅｍｉＲ２１＋ＬＹ２９４００２ｇｒｏｕｐａｎｄｆｒｏｍ９０％ ±２０％ ｔｏ２６０％ ±
６０％ ｉｎｔｈｅｍｉＲ２１＋Ｕ０１２６ｇｒｏｕｐ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅ２１Ｍｇｒｏｕｐａｔｅａｃｈｔｉｍｅ
ｐｏｉｎｔｗａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｃｅｌｌｇｒｏｕｐ（Ｆ＝１６２３，Ｐ＜００５）．ＴｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｍｉＲ２１＋
ＬＹ２９４００２ｇｒｏｕｐａｎｄｍｉＲ２１＋Ｕ０１２６ｇｒｏｕｐｗｅｒｅｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅ２１Ｍｇｒｏｕｐ（Ｆ＝２５２１，Ｐ＜００５），ａｎｄ
ｔｈｅｒｅｗａｓｔｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｃｈａｎｇｅｏｆｍｉｇｒａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｃｅｌｌｓｏｆｔｈｅ３ｇｒｏｕｐｓａｎｄｔｉｍｅ，ｗｉｔｈａ
ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｆ＝３５３１，Ｐ＜００５）．（４）Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｓｏｆｍｉｇｒａｔｉｏｎｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｃｅｌｌｇｒｏｕｐ，
２１Ｍｇｒｏｕｐ，ｍｉＲ２１＋ＬＹ２９４００２ｇｒｏｕｐａｎｄｍｉＲ２１＋Ｕ０１２６ｇｒｏｕｐｗｅｒｅ１９８±３２，２４８±３９，１８７±２３ａｎｄ１７４±
２８，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｗｉｔｈａｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｍｏｎｇｔｈｅ４ｇｒｏｕｐｓ（Ｆ＝８４８，Ｐ＜００５）ａｎｄｂｅｔｗｅｅｎ
ｔｈｅ２１Ｍｇｒｏｕｐａｎｄｃｅｌｌｇｒｏｕｐ（ｔ＝４１３，Ｐ＜００５）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ２１Ｍｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｓｏｆｍｉｇｒａｔｉｏｎ
ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｍｉＲ２１＋ＬＹ２９４００２ｇｒｏｕｐａｎｄｍｉＲ２１＋Ｕ０１２６ｇｒｏｕｐｗｅｒｅｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｆ＝２１９８，Ｐ＜００５）．Ｔｈｅ
ｎｕｍｂｅｒｓｏｆｉｎｖａｓｉｏｎｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｃｅｌｌｇｒｏｕｐ，２１Ｍｇｒｏｕｐ，ｍｉＲ２１＋ＬＹ２９４００２ｇｒｏｕｐａｎｄｍｉＲ２１＋Ｕ０１２６ｇｒｏｕｐ
ｗｅｒｅ１０２±２２，２１１±３６，５５±９ａｎｄ６７±１３，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｓｈｏｗｉｎｇａｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｍｏｎｇｔｈｅ
４ｇｒｏｕｐｓ（Ｆ＝１１３２，Ｐ＜００５）ａｎｄｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅ２１Ｍｇｒｏｕｐａｎｄｃｅｌｌｇｒｏｕｐ（ｔ＝６６７，Ｐ＜００５）．Ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈｔｈｅ２１Ｍｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｓｏｆｉｎｖａｓｉｏｎｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｍｉＲ２１＋ＬＹ２９４００２ｇｒｏｕｐａｎｄｍｉＲ２１＋Ｕ０１２６ｇｒｏｕｐ
ｗｅｒｅｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｆ＝３６２３，Ｐ＜００５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＥＲＫａｎｄＡｋｔｓｉｇｎａｌｐａｔｈｗａｙｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅｉｎｔｈｅｃｈｏｌａｎｇｉｏ
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ｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｐｒｏｍｏｔｅｄｂｙｍｉＲ２１，ＰＴＥＮｃｏｕｌｄｍｅｄｉａｔｅｔｈｅｐｒｏｃｅｓｓｏｆｐｒｏｍｏｔｉｎｇ
ｃｈｏｌａｎｇｉｏｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈＥＲＫａｎｄＡｋｔｓｉｇｎａｌｐａｔｈｗａｙｐｒｏｍｏｔｅｄｂｙｍｉＲ２１．
　　【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　Ｂｉｌｅｄｕｃｔｎｅｏｐｌａｓｍｓ；　ＭｉｃｒｏＲＮＡ２１；　Ｉｎｖａｓｉｏｎ；　Ｍｉｇｒａｔｉｏｎ；　Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌｒｅｇｕ

ｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ；　ＰｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ
　　Ｆｕｎｄｐｒｏｇｒａｍ：ＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１２７２３９７）；　ＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎ

ｏｆＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＥｄｕｃａｔｉｏｎｏｆＡｎｈｕｉＰｒｏｖｉｎｃｅ（ＫＪ２０１３Ｚ１４３）

　　胆管癌是一种起源于胆管上皮恶性程度极高的
肿瘤，其手术切除率低，术后复发率高，这通常与患

者早期发生肿瘤浸润转移有关。微 ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）
是一类短小的能在转录水平调节目标基因表达的非

编码ＲＮＡ，目前 ｍｉＲＮＡ及其下游调控基因的相关
研究已是国内外研究热点。已有的研究结果证实：

细胞外信号调节激酶（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ｋｉｎａｓｅ，ＥＲＫ）１／２及磷脂酰肌醇３激酶／蛋白激酶 Ｂ
（ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ３ｋｉｎａｓｅｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，ＰＩ３ＫＡｋｔ）
信号通路在多种肿瘤的侵袭与转移过程中发挥重要

作用［１］。笔者团队前期研究结果发现：ｍｉＲ２１能促
进胆管癌的侵袭与转移［２］。本研究旨在探讨 ＥＲＫ
及Ａｋｔ信号通路在 ｍｉＲ２１调控胆管癌细胞侵袭与
转移中的作用。

１　材料与方法
　　采用实验研究方法。
１．１　材料
　　人胆管癌 ＱＢＣ９３９细胞由实验室传代保存，
ＤＭＥＭ高糖培养基、胎牛血清、青链霉素购自美国
Ｈｙｃｌｏｎｅ公司。无关序列、ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ及 ｍｉＲ２１
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ由中国广州锐博生物科技有限公司提供，
ｍｉｍｉｃｓ序列为８ＵＡＧＣＵＵＡＵＣＡＧＡＣＵＧＡＵＧＵＵＧＡ２９，
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ为其反向互补序列。ＯｐｔｉＭＥＭ培养基购自
美国Ｇｉｂｃｏ公司，逆转录试剂实验盒、聚合酶链反应
（ＰＣＲ）试剂盒及 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ＲＮＡｉＭＡＸ购自美
国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室购自美国 ＢＤ公
司。ＥＲＫ、Ａｋｔ一抗购自英国 Ａｂｃａｍ公司，第１０号
染色体缺失的张力同源性磷酸酶（ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅａｎｄ
ｔｅｎｓｉｎｈｍｍｌｏｇｙｄｅｌｅｔｅｄｏｎｔｅｎ，ＰＴＥＮ）、磷酸化细胞外
信号调节激酶（ｐｈｏｓｐｈｏｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ｋｉｎａｓｅ，ｐＥＲＫ）、磷酸化蛋白激酶（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，ｐＡｋｔ）一抗购自美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，二抗均为羊抗鼠 ＩｇＧ，购自美国
ＳｏｕｔｈｅｒｎＢｉｏｔｅｃｈ公司。Ａｋｔ通路阻断剂 ＬＹ２９４００２
及丝裂原活化蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｕａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｍａｓｅ，ＭＡＰＫ）阻断剂Ｕ０１２６均购自美国Ｓｉｇｍａ公司。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养及分组：ＱＢＣ９３９细胞接种于
ＤＭＥＭ高糖培养基，加入 １０％胎牛血清及静链霉
素，于 ３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿度条件下培养箱内

常规替代培养。细胞转染采用 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ

ＲＮＡｉＭＡＸ转染试剂，分别转染无关序列、ｍｉＲ２１
ｍｉｍｉｃｓ和 ｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，浓度为５０ｎｍｏｌ／Ｌ，转染
方法参照说明书，将细胞分为４组：ｃｅｌｌ组：自然生
长细胞，２１ＮＣ组：转染无关序列，２１Ｍ组：转染
ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ，２１Ｉ组：转染ｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ。另取
２１Ｍ组细胞进一步分为２组，分别加入２０μｍｏｌ／Ｌ
ＬＹ２９４００２（ｍｉＲ２１＋ＬＹ２９４００２组）和 １０μｍｏｌ／Ｌ
Ｕ０１２６（ｍｉＲ２１＋Ｕ０１２６组）处理４８ｈ，用于后续实
验，检测细胞的迁移和侵袭实验。

１．２．２　ＲＴｑＰＣＲ检测：转染后３６ｈ，收集 ｃｅｌｌ组、
２１ＮＣ组、２１Ｍ组、２１Ｉ组细胞，运用 Ｔｒｉｚｏｌ法提取
总ＲＮＡ并检测其纯度和完整性，按照逆转录及ＰＣＲ
试剂盒说明设置反应体系及参数，进行逆转录合成

ｃＤＮＡ及 ＰＣＲ扩增，Ｕ６作为检测 ｍｉＲ２１的内参照
基因（表１）。Ｐｒｉｍｅｒ５．０被用来设计引物，反应体系
为５０℃启动２ｍｉｎ，９５℃预变性２ｍｉｎ，９５℃变性
１５ｓ，６０℃退火延伸３２ｓ，设置４０个循环。采用美
国ＡＢＩ７５００型荧光实时定量 ＰＣＲ仪进行检测，并
采用７５００ＳｅｑｕｅｎｃｅＤｅｔｅｃｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ分析软件，所得
数据经过内参基因均一处理，通过 ２－△△ＣＴ方式计
算，目标基因表达差异以相对表达量表示。

表１　ＲＴｑＰＣＲ的目的基因及内参基因上下游引物

基因名称 引物序列

ｈｓａｍｉＲ２１Ｆ ５′ＡＣＡＣＴＣＣＡＧＣＴＧＧＧＴＡＧＣＴＴＡＴＣＡＧＡＣＴＧＡＴＧ３′

ｈｓａｍｉＲ２１Ｒ ５′ＣＴＣＡＡＣＴＧＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡ３′

Ｕ６Ｆ ５′ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ３′

Ｕ６Ｒ ５′ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ３′

１．２．３　Ｗｅｒｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测：提取 ｃｅｌｌ组、２１ＮＣ组、
２１Ｍ组、２１Ｉ组细胞蛋白，二喹啉甲酸测定蛋白浓
度，蛋白变性后进行聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ
ＰＡＧＥ），并转移至硝酸纤维素膜上。５％脱脂奶粉
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溶液室温封闭２ｈ，加入一抗（ＰＴＥＮ、ＥＲＫ、ｐＥＲＫ、
Ａｋｔ、ｐＡｋｔ），４℃反应过夜后用 ＴＢＳＴ洗膜，加入二
抗室温反应２ｈ，ＥＣＬ显色，Ｘ线片放射自显影，图像
分析仪测定条带灰度值，测得的灰度值高低反映蛋

白的表达。

１．２．４　划痕实验：用记号笔在６孔板背后均匀画
线。ｃｅｌｌ组细胞、２１Ｍ组细胞及ｍｉＲ２１＋ＬＹ２９４００２
组和ｍｉＲ２１＋Ｕ０１２６组细胞分别接种于６孔板内
（每孔１×１０６），丝裂霉素处理后用枪头于６孔板横
线划痕，ＰＢＳ洗３次，无血清培养基常规培养。分别
于０、６、２４、４８ｈ时间点取样拍照。取８个视野尺寸
进行分析，计算迁移率。迁移率 ＝（１－其他时间点
的距离／０ｈ的距离）×１００％。
１．２．５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验：取 ｃｅｌｌ组、２１Ｍ组细胞及
ｍｉＲ２１＋ＬＹ２９４００２组和 ｍｉＲ２１＋Ｕ０１２６组细胞培
养，４８ｈ后胰酶消化，于Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室铺１∶８Ｍａｔｒｉｇｅｌ
胶８０μＬ，将１×１０５个细胞接种，加含１００μＬ无血
清培养基，下室加入完全培养基，孵育２４ｈ后棉签
擦去上室的细胞，４％多聚甲醛固定１５ｍｉｎ，结晶紫
染色１０ｍｉｎ，２００倍显微镜下计数，每张膜中间部分
和周围部分各取５个随机视野进行拍照计数视野内
穿过８μｍ微孔的细胞数，取其均值，以侵袭细胞的
数目来表示肿瘤的侵袭能力。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验除
不用Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上室制备人工基底膜
外，孵育时间为１６ｈ，余步骤同侵袭实验。
１．３　统计学分析
　　应用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行分析。正态分布
的计量资料以珋ｘ±ｓ表示，两组均数比较采用ｔ检验，
多组均数比较采用方差分析，组间两两比较采用

Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ检验，重复测量数据采用重复测量方差分
析。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果
２．１　ＲＴｑＰＣＲ检测 ｍｉＲ２１在各组胆管癌细胞中
的表达

　　ｍｉＲ２１在ｃｅｌｌ组、２１ＮＣ组、２１Ｍ组及２１Ｉ组中
的相对表达量分别为１．０１０±０．０１０、０．９８０±０．０５０、
４．９００±０．３５０、０．２６０±０．０１０，４组比较，差异有统
计学意义（Ｆ＝７８．２３，Ｐ＜０．０５）。２１ＮＣ组 ｍｉＲ２１
表达分别与ｃｅｌｌ组比较，差异均无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）。２１Ｍ组ｍｉＲ２１表达较ｃｅｌｌ组增加，２１Ｉ组
ｍｉＲ２１表达较 ｃｅｌｌ组减少，２１Ｍ组和２１Ｉ组分别
与ｃｅｌｌ组比较，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
２．２　Ｗｅｒｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组胆管癌细胞相关蛋白
的相对表达量

　　ｃｅｌｌ组、２１ＮＣ组、２１Ｍ组、２１Ｉ组细胞 ＰＴＥＮ、
ｐＥＲＫ、ｐＡｋｔ蛋白相对表达量比较，差异有统计学意
义（Ｐ＜００５），而ＥＲＫ、ＡＫＴ蛋白的相对表达量比较，
差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。与ｃｅｌｌ组比较，２１ＮＣ
组ＰＴＥＮ、ｐＡｋｔ、ｐＥＲＫ表达，差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）；而２１Ｍ组与 ｃｅｌｌ组比较，ＰＴＥＮ表达减少，
ｐＥＲＫ和ｐＡｋｔ表达增加，差异均有统计学意义（Ｐ
＜００５）；２１Ｉ组与 ｃｅｌｌ组比较，ＰＴＥＮ表达增加，而
ｐＥＲＫ和 ｐＡｋｔ表达降低，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）。见表２，图１。
２．３　划痕实验检测各组胆管癌细胞迁移能力
　　与ｃｅｌｌ组比较，２１Ｍ组细胞迁移能力各时间点
迁移率更高，两组迁移率变化趋势比较，差异有统计

学意义（Ｆ＝１６．２３，Ｐ＜０．０５）。ｍｉＲ２１＋ＬＹ２９４００２组、
ｍｉＲ２１＋Ｕ０１２６组迁移率较２１Ｍ组下降，３组迁移
率趋势比较，差异有统计学意义（Ｆ＝２５２１，Ｐ＜
００５），３组迁移率变化趋势与时间交互效应，具有
统计学意义（Ｆ＝３５３１，Ｐ＜００５）。见表３，图２。

表２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞ＰＴＥＮ、ＥＲＫ、ｐＥＲＫ、Ａｋｔ、ｐＡｋｔ蛋白的相对表达量（珋ｘ±ｓ）

蛋白的相对表达量
组别

ＰＴＥＮ ＥＲＫ ｐＥＲＫ Ａｋｔ ｐＡｋｔ
Ｃｅｌｌ组 ０．３６０±０．０２０ ０．０４５±０．１２６ ０．３１０±０．０２０ ０．４００±０．０１０ ０．４４０±０．１１０

２１ＮＣ组 ０．４００±０．０３０ ０．４７０±０．１４０ ０．３８０±０．０４０ ０．３９０±０．０８０ ０．５１０±０．１２０

２１Ｍ组 ０．１４０±０．０１０ ０．４６０±０．０６０ ０．５９０±０．０６０ ０．４１０±０．０９０ ０．９８０±０．１５０

２１Ｉ组 ０．６８０±０．１１０ ０．４４０±０．１１０ ０．１６０±０．０１０ ０．３８０±０．０７０ ０．１９０±０．０１０

Ｆ值 １０．２３ ３．２２ １２．７８ ２．１１ １８．１１

Ｐ值 ＜０．０５ ＞０．０５ ＜０．０５ ＞０．０５ ＜０．０５

注：ｃｅｌｌ组：自然生长细胞；２１ＮＣ组：转染无关序列；２１Ｍ组：转染ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ；２１Ｉ组：转染ｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ；ＰＴＥＮ：第１０号染色体

缺失的张力同源性磷酸酶；ＥＲＫ：细胞外信号调节激酶；ｐＥＲＫ：磷酸化细胞外信号调节激酶；Ａｋｔ：蛋白激酶 Ｂ；ｐＡｋｔ：磷酸化蛋白

激酶Ｂ
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１：ｃｅｌｌ组；２：２１ＮＣ组；３：２１Ｍ组；４：２１Ｉ组　ｃｅｌｌ组：自然生长

细胞；２１ＮＣ组：转染无关序列；２１Ｍ组：转染 ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ；

２１Ｉ组：转染ｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ；ＰＴＥＮ：第１０号染色体缺失的张力

同源性磷酸酶；ＥＲＫ：细胞外信号调节激酶；ｐＥＲＫ：磷酸化细胞

外信号调节激酶；Ａｋｔ：蛋白激酶Ｂ；ｐＡｋｔ：磷酸化蛋白激酶Ｂ

图１　Ｗｅｒｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组胆管癌细胞 ＰＴＥＮ、ＥＲＫ、ｐＥＲＫ、

Ａｋｔ及ｐＡｋｔ蛋白的相对表达量

２．４　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测各组胆管癌细胞迁移与侵
袭能力的影响

　　ｃｅｌｌ组、２１Ｍ组、ｍｉＲ２１＋ＬＹ２９４００２组、ｍｉＲ
２１＋Ｕ０１２６组迁移细胞数分别为（１９８±３２）个、
（２４８±３９）个、（１８７±２３）个、（１７４±２８）个，４组比
较，差异有统计学意义（Ｆ＝８４８，Ｐ＜００５）。２１Ｍ
组与ｃｅｌｌ组比较，差异有统计学意义（ｔ＝４１３，Ｐ＜
００５）；ｍｉＲ２１＋ＬＹ２９４００２组、ｍｉＲ２１＋Ｕ０１２６组迁
移细胞数较２１Ｍ组下降，３组比较，差异有统计学
意义（Ｆ＝２１９８，Ｐ＜００５）。ｃｅｌｌ组、２１Ｍ组、ｍｉＲ
２１＋ＬＹ２９４００２组、ｍｉＲ２１＋Ｕ０１２６组侵袭细胞数分
别为（１０２±２２）个、（２１１±３６）个、（５５±９）个、（６７±
１３）个，４组比较，差异有统计学意义（Ｆ＝１１３２，
Ｐ＜００５）；２１Ｍ组与 ｃｅｌｌ组比较，差异有统计学意
义（ｔ＝６６７，Ｐ＜００５）；ｍｉＲ２１＋ＬＹ２９４００２组、ｍｉＲ
２１＋Ｕ０１２６组侵袭细胞数较 ２１Ｍ组下降，３组比
较，差异有统计学意义（Ｆ＝３６２３，Ｐ＜００５）。见
图３，４。

表３　划痕实验检测各组细胞的迁移率（珋ｘ±ｓ，％）

组别 ６ｈ ２４ｈ ４８ｈ

ｃｅｌｌ组 １２．０±３．０ １８．０±５．０ ２３．０±５．０

２１Ｍ组 ２１．０±４．０ ３２．０±６．０ ４３．０±７．０

ｍｉＲ２１＋ＬＹ２９４００２组 ６．０±１．０ １２．０±２．０ １８．０±４．０

ｍｉＲ２１＋Ｕ０１２６组 ９．０±２．０ １５．０±４．０ ２６．０±６．０

注：ｃｅｌｌ组：自然生长细胞；２１Ｍ组：转染 ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ；

ｍｉＲ２１＋ＬＹ２９４００２组：２１Ｍ组细胞加入 ２０μｍｏｌ／Ｌ

ＬＹ２９４００２处理４８ｈ；ｍｉＲ２１＋Ｕ０１２６组：２１Ｍ组细胞

加入１０μｍｏｌ／ＬＵ０１２６处理４８ｈ

３　讨论
　　胆管癌是仅次于肝癌的第二原发肝胆恶性肿
瘤，由于其解剖位置、生长特点及确切诊断标准的缺

少而导致早期诊断困难，大部分患者在被发现时已发

生侵袭及转移［３］。ｍｉＲＮＡ是一类具有调控功能的内
源性高度保守的非编码ＲＮＡ，长１９～２５ｎｔ，可通过与
目标ｍＲＮＡ分子的３′端非编码区的结合而在转录后
水平调节基因表达。ｍｉＲＮＡ２１自被发现以来被证实
可作为致癌基因在多种肿瘤中高表达并参与细胞的

侵袭、转移等过程，其在包括胆管癌在内的肿瘤的发

生发展中具有重要作用［４］。笔者团队前期研究中发

现：ｍｉＲ２１在胆管癌组织中表达较癌旁组织及正常
组织高［２］。体外实验也证实了抑制ｍｉＲ２１可明显降
低胆管癌细胞中侵袭与转移能力［５－６］。本实验通过

上调ｍｉＲ２１的表达能明显增加胆管癌细胞的侵袭与
迁移能力，与现有的文章结果一致［７］。

３．１　ｍｉＲ２１对于ＰＴＥＮ、ＡＫＴ和ＥＲＫ表达的影响
　　ｍｉＲＮＡ可作用于下游靶基因，导致一系列相关
基因的表达改变，并且可同时存在多条通路纵横交

织成网。ＥＲＫ１／２及ＰＩ３ＫＡｋｔ通路作为较为经典的
信号通路被证实在细胞的增殖、分化、凋亡发挥重要

作用［７］。ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路及 ＥＲＫ通路的持续活化与
肿瘤的发生发展密切相关［８］。ＰＩ３Ｋ在肿瘤细胞中
被活化后可激活细胞膜上ＰＩＰ３的生成，并于磷酸肌
醇依赖性蛋白激酶１结合而激活 Ａｋｔ，进而调控下
游如 Ｃａｓｐａｓｅ９等靶基因的表达，导致肿瘤细胞的
增殖及侵袭能力的增加。Ｙｏｔｈａｉｓｏｎｇ等［９］发现胆管

癌中ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路活化与肿瘤的转移能力呈
正相关，抑制Ａｋｔ的活性可明显抑制胆管癌的侵袭
能力。ＭＡＰＫ属丝氨酸／苏氨酸蛋白酶家族，现已明
确的ＭＡＰＫ家族成员分别为 ＥＲＫ、ＪＮＫ（ｃＪｕｎ氨基
端激酶）和ｐ３８ＭＡＰＫ家族，它们广泛参与调控基因
的表达和疾病的发生发展。本研究通过检测ｍｉＲ２１
不同表达组的胆管癌细胞 ＥＲＫ以及 Ａｋｔ的表达发
现，上调 ｍｉＲ２１能显著提高 ｐＥＲＫ和 ｐＡｋｔ的表
达，两者的表达与自然生长组差异有统计学意义；而

下调ｍｉＲ２１后出现与之相反的现象。ＰＴＥＮ是一
种肿瘤抑制因子，作为 ｍｉＲ２１的下游靶基因被研
究发现介导了 ＥＲＫ／Ａｋｔ通路的活性，ＰＴＥＮ功能下
调通常会引起 Ａｋｔ及 ＥＲＫ通路的激活从而促进肿
瘤的浸润转移。本研究结果表明：与ｃｅｌｌ组比较，上
调ｍｉＲ２１能抑制ＰＴＥＮ的表达而下调ｍｉＲ２１能提
高ＰＴＥＮ的表达，提示 ＰＴＥＮ可能介导了 ｍｉＲ２１调
控的ＥＲＫ及Ａｋｔ通路的作用，但ＰＴＥＮ在ｍｉＲ２１促
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图２　划痕实验检测各组ＥＲＫ／Ａｋｔ通路阻断对于胆管癌细胞迁移能力的影响　结晶紫染色　中倍放大　ｃｅｌｌ组：自然生长细胞；２１Ｍ组：

转染ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ；ｍｉＲ２１＋ＬＹ２９４００２组：转染 ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ＋２０μｍｏｌ／ＬＬＹ２９４００２处理４８ｈ；ｍｉＲ２１＋Ｕ０１２６组：转染 ｍｉＲ２１

ｍｉｍｉｃｓ＋１０μｍｏｌ／ＬＵ０１２６处理４８ｈ

图３　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测各组ＥＲＫ／Ａｋｔ通路阻断对于胆管癌细胞迁移能力的影响　结晶紫染色　中倍放大　３Ａ：ｃｅｌｌ组：自然生长细胞；

３Ｂ：２１Ｍ组：转染ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ；３Ｃ：ｍｉＲ２１＋ＬＹ２９４００２组：转染ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ＋２０μｍｏｌ／ＬＬＹ２９４００２处理４８ｈ；３Ｄ：ｍｉＲ２１＋Ｕ０１２６

组：转染ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ＋１０μｍｏｌ／ＬＵ０１２６处理４８ｈ
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图４　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测各组ＥＲＫ／Ａｋｔ通路阻断对于胆管癌细胞侵袭能力的影响　结晶紫染色　中倍放大　４Ａ：ｃｅｌｌ组：自然生长细胞；

４Ｂ：２１Ｍ组：转染ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ；４Ｃ：ｍｉＲ２１＋ＬＹ２９４００２组：转染ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ＋２０μｍｏｌ／ＬＬＹ２９４００２处理４８ｈ；４Ｄ：ｍｉＲ２１＋Ｕ０１２６

组：转染ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ＋１０μｍｏｌ／ＬＵ０１２６处理４８ｈ

促进胆管癌细胞侵袭迁移能力及对于 ＥＲＫ／Ａｋｔ通
路的具体作用，仍需进一步研究。

３．２　ＥＲＫ和 Ａｋｔ通路在 ｍｉＲ２１促进胆管癌细胞
迁移能力的影响

　　肿瘤的侵袭与转移是导致术后患者复发的重要
因素之一，它涉及原癌基因的激活、抑癌基因失活及

多种信号转导通路的相互作用［１０－１１］。近来发现

ＭＡＰＫ及ＰＩ３ＫＡｋｔ信号通路与多种 ｍｉｃｒｏＲＮＡ分子
相互作用［８－９］。已有的研究结果发现：膀胱癌中

ｍｉＲ１４３和 ｍｉＲ１４５的下调可明显抑制 ＭＡＰＫ及
ＰＩ３ＫＡｋｔ信号通路的活［１２］。Ｂａｏ等［１３］发现：ｍｉＲ
２１在肝癌中能通过调节 ＥＲＫ及 Ａｋｔ通路从而影响
肿瘤的侵袭与转移能力。然而 ｍｉｃｒｏＲＮＡ及 ＥＲＫ／
Ａｋｔ通路在胆管癌中的相关研究尚少，本研究通过
划痕修复实验发现：２１Ｍ组６ｈ、２４ｈ、４８ｈ的迁移
率分别为较ｃｅｌｌ组细胞增加，而ｍｉＲ２１＋ＬＹ２９４００２
组和 ｍｉＲ２１＋Ｕ０１２６组迁移率分别较 ２１Ｍ组下
降，差异均有统计学意义。本研究 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验结
果显示：２１Ｍ组其迁移及侵袭细胞数较 ｃｅｌｌ组增
加，而 ｍｉＲ２１＋ＬＹ２９４００２组和 ｍｉＲ２１＋Ｕ０１２６组
其迁移及侵袭细胞数则较２１Ｍ组减低。以上结果
证实Ａｋｔ通路阻断剂（ＬＹ２９４００２）及 ＭＡＰＫ阻断剂
（Ｕ０１２６）阻断ＥＲＫ及Ａｋｔ通路后能抑制 ｍｉＲ２１对
于胆管癌细胞迁移及侵袭能力的影响，降低 ｍｉＲ２１
转染组胆管癌细胞的侵袭及迁移能力，提示 ＥＲＫ／
Ａｋｔ通路可能在 ｍｉＲ２１促进胆管癌细胞侵袭与转
移过程中发挥作用。

　　综上，本研究再次证实了 ｍｉＲ２１对于胆管癌
细胞的侵袭与迁移具有重要调控作用，而 ＥＲＫ及
Ａｋｔ通路可能在 ｍｉＲ２１促进胆管癌细胞侵袭转移
中发挥作用，从而为干预胆管癌的早期侵袭转移提

供了新的思路及策略。
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