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　　［摘要］　目的　探究ｃｏｐｉｎｅ８在胰腺癌中的生物学功能。方法　利用 ＧＥＯ数据库比较 ｃｏｐｉｎｅ８
在胰腺癌组织和癌旁组织中的表达差异，利用 ＴｈｅＣａｎｃｅｒＧｅｎｏｍｅＡｔｌａｓ（ＴＣＧＡ）胰腺癌患者组织 ＲＮＡ
测序数据库分析其对总体生存率的影响，并对高 ｃｏｐｉｎｅ８表达组和低 ｃｏｐｉｎｅ８表达组的差异基因进行
ＧＯ、ＫＥＧＧ富集分析和 ＧＳＥＡ分析。利用 ｓｉＲＮＡ干扰胰腺癌细胞系 ＣＦＰＡＣ１和 ＡｓＰＣ１中 ｃｏｐｉｎｅ８的
表达，ＣＣＫ８实验和集落形成实验检测细胞增殖能力变化，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测细胞侵袭转移功能的变
化，使用ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和碘化丙啶分析凋亡细胞比例。结果　ｃｏｐｉｎｅ８ｍＲＮＡ和蛋白均在胰腺癌组
织中高表达，在癌旁组织中低表达，且与患者生存预后相关（Ｐ＝０．０３３）。富集分析发现ｃｏｐｉｎｅ８在胰腺
癌中会影响ＷＮＴ、Ｈｉｐｐｏ、ｍＴＯＲ和ＥＲＢＢ信号通路，可能通过影响Ｈｉｐｐｏ通路中关键分子ＹＡＰ１、ＳＴＫ３、
ＳＴＫ４和ＳＧＭＳ１的表达从而影响胰腺癌的进展。干扰ｃｏｐｉｎｅ８表达后，胰腺癌细胞增殖、侵袭和迁移能
力显著降低，且凋亡细胞比例明显增加。结论　ｃｏｐｉｎｅ８在胰腺癌增殖、侵袭转移和凋亡过程中有显著
作用，有较强的促癌效应。
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　　胰腺癌是恶性程度极高的消化道肿瘤，是预后最
差的恶性肿瘤之一，其在各种恶性肿瘤中的死亡率排

名已经由第９位升高至第７位［１］。根治性切除术被认

为是治疗胰腺癌的核心手段，但仅有１５％至２０％的患
者能在疾病早期诊断并行根治性切除术［２］。胰腺癌

难以在早期诊断、治疗可能是由于胰腺癌细胞生长、迁

移中特殊的分子生物学过程［３］。因此，研究胰腺癌细

胞增殖、侵袭及转移中的细胞和分子机制有助于阐明

胰腺癌发生发展的过程，利于肿瘤的早期诊断和治疗。

　　ｃｏｐｉｎｅ是一种在草履虫中发现的Ｃａ２＋依赖的细胞
膜结合蛋白，其特征是在 Ｎ端有２个 Ｃ２ｄｏｍａｉｎ，Ｃ端
有一个Ａｄｏｍａｉｎ［４］。ｃｏｐｉｎｅ家族与肿瘤的增殖、侵袭
和转移关系密切。研究发现，ｃｏｐｉｎｅ１与调节信号转
导和细胞膜转运有关，其在骨肉瘤组织和细胞系中高

表达，ｃｏｐｉｎｅ１低表达会显著抑制 Ｓａｏｓ２和 ＨＯＳ细胞
增殖、克隆形成、侵袭和转移能力，并下调肿瘤相关蛋

白的表达，如 Ｒａｓ，ＭＥＫ１／２，ＷＮＴ１，ｂｅｔａｃａｔｅｎｉｎ，ｃｙｃｌｉｎ
Ａ１等［５］。同时，ｃｏｐｉｎｅ１在甲状腺乳头状癌和甲状腺
滤泡癌中差异表达，并与甲状腺癌细胞的生长、增殖和

ｐ５３信号通路相关［６］。ｃｏｐｉｎｅ７在乳腺癌中是抑癌基
因，而在结直肠癌中是癌基因［７－８］，其在移行细胞癌中

会发生错义突变［９］。ｃｏｐｉｎｅ３是促进非小细胞肺癌转
移的重要基因［１０］，也是其独立的预后指标和潜在的治

疗靶点［１１］。Ｊａｂ１与 ｃｏｐｉｎｅ３相互作用并调节 ＥｒｂＢ２
信号通路；在乳腺癌细胞 Ｓｋｂｒ３中，Ｊａｂ１的过表达使
ｃｏｐｉｎｅ３与ＥｒｂＢ２结合增加，Ｊａｂ１与 ｃｏｐｉｎｅ３的过表
达增强了 Ｓｋｂｒ３细胞的迁移能力［１２－１３］。可以推断，

ｃｏｐｉｎｅ家族在肿瘤的发生发展中可能起重要作用，而
ｃｏｐｉｎｅ８与肿瘤的相关研究较少，ｃｏｐｉｎｅ８被证实能与
Ｒｕｎｘ１结合并在急性髓系白血病中起作用［１４］，但其在

胰腺癌发生发展过程中的作用完全为空白。

　　因此，本文将研究ｃｏｐｉｎｅ８在胰腺癌增殖、侵袭转

移和凋亡过程中的作用，有助于阐明胰腺癌发生发展

过程中的分子生物学机制，并且有利于肿瘤的早期诊

断，能为寻找胰腺癌的潜在治疗靶点提供帮助。

１　材料与方法

１．１　材料
　　胰腺癌细胞系 ＣＦＰＡＣ１、ＡｓＰＣ１、ＢｘＰＣ３、ＰＡＮＣ１
和正常胰腺细胞系 ＨＰＤＥ购于美国模式菌种收集中
心（ＡＴＣＣ）；ＤＭＥＭ高糖培养基、胎牛血清、胰蛋白酶
（Ｇｉｂｃｏ），青霉素链霉素溶液（碧云天）；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００转染试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）；蛋白酶抑制剂 ＰＭＳＦ、
ＲＩＰＡ裂解液（碧云天），上样缓冲液（ＢｉｏＲａｄ），８％预
制胶 （金 开 瑞），ＰＶＤＦ膜 （Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ），显 色 剂
（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ），ＴＢＳ干粉（博士德），兔抗人 ｃｏｐｉｎｅ８多克
隆抗体（ＰＡ５２５２５５，Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ），兔抗人 ＧＡＰＤＨ多克
隆抗体（ｂｓ１０９００Ｒ，博奥森），ＨＲＰ标记羊抗兔抗体
（ＳＡ００００１２，武汉三鹰）；免疫组织化学检测试剂盒
（ＳＰ９００１，中杉金桥）；ＣＣＫ８检测试剂盒（日本同仁），
ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ），细胞凋亡检测试剂盒（碧云
天）；靶向特异性敲降 ｃｏｐｉｎｅ８的 ｓｉＲＮＡ（ｓｉ＃１、ｓｉ＃２
和ｓｉ＃３）、阴性对照（ｓｉＮＣ）由上海生物工程有限公司
设计并化学合成；Ｏｌｙｍｐｕｓ荧光显微镜，流式细胞仪，
酶标仪、电泳仪、半干转仪（ＢｉｏＲａｄ）。
１．２　细胞培养与转染
　　胰腺癌细胞系 ＣＦＰＡＣ１、ＡｓＰＣ１、ＢｘＰＣ３、ＰＡＮＣ１
和正常胰腺细胞系 ＨＰＤＥ均在 ＤＭＥＭ完全培养基中
培养，该完全培养基在ＤＭＥＭ基础上补充有１０％灭活
的胎牛血清（ＦＢＳ）和１％青霉素链霉素溶液。细胞系
在３７℃，含有５％ＣＯ２的细胞培养箱中培养。取生长
状态良好的细胞，按照Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００说明书转染
靶向特异性敲降ｃｏｐｉｎｅ８的ｓｉＲＮＡ（ｓｉ＃１，ｓｉ＃２和ｓｉ＃３）
和ｓｉＮＣ，转染时间为７２ｈ。
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１．３　细胞总蛋白提取和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　取生长状态良好的细胞，利用胰蛋白酶消化至离
心管后，用预冷的 ＰＢＳ洗 ３次，加入新配的含 １％
ＰＭＳＦ的ＲＩＰＡ裂解液，裂解 ３０ｍｉｎ，并在中途旋涡混
匀３次，１４０００ｒｐｍ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，加入上样缓冲液
后，沸水浴５ｍｉｎ，－２０℃保存。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测时，
取一定体积的蛋白样品，加入预制胶上样槽中，１４０Ｖ电
泳４０ｍｉｎ，半干转条件为 １．２Ａ７ｍｉｎ，５％ＢＳＡ封闭
２ｈ，一抗４℃孵育过夜后，ＴＢＳＴ洗５ｍｉｎ×３次，二抗
孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗５ｍｉｎ×３次，加入新配显色剂，曝光，
拍照。

１．４　免疫组织化学和免疫荧光检测
　　石蜡切片经６５℃烤片、脱蜡、水化、抗原修复后，
按照中杉金桥免疫组化试剂盒说明书，分别加入内源

性过氧化物酶阻断剂（ＰＢＳ洗３次）、封闭用正常山羊
血清工作液，各孵育 １０ｍｉｎ后，一抗 ４℃孵育过夜，
ＰＢＳ洗３次。滴加生物素标记山羊抗兔 ＩｇＧ聚合物，
室温孵育１０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次；滴加辣根酶标记链霉卵
白素工作液，室温孵育１０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次；加入 ＤＡＢ
显色液显色，苏木素复染，分化、冲洗返蓝；最后脱水、

透明、封片和阅片。免疫荧光检测采用荧光标记的二

抗避光３７℃孵育 １ｈ，ＰＢＳ洗 ３次，ＤＡＰＩ染 １０ｍｉｎ，
ＰＢＳ洗３次后，使用荧光显微镜拍照。本文共使用胰
腺癌组织和配对的癌旁组织各３０例，均经病理诊断为
胰腺导管腺癌，并做手术切除。

１．５　ＣＣＫ８细胞增殖实验
　　利用 ＣＣＫ８实验检测细胞的增殖活力。将转染
４８ｈ后的细胞利用胰酶消化、计数后，铺于 ９６孔板
中，细胞密度为３０００个／孔，然后将细胞继续培养２４、
４８、７２和９６ｈ。在不同时间点将 ＣＣＫ８试剂（１０μＬ）
加入孔板中并在３７℃下孵育４ｈ，使用 ＢｉｏＲａｄ酶标
仪测量４５０ｎｍ处的吸光度。每组设置３个平行孔。
１．６　集落形成实验
　　将转染后２４ｈ的细胞接种于６孔板中，并使其生
长直至形成肉眼可见的集落。１４ｄ后，将集落用甲醇
固定，使用结晶紫染色并计数。

１．７　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验
　　细胞迁移和侵袭能力采用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测。
将转染２４ｈ的细胞在无血清培养基中饥饿２４ｈ，消化
后用无血清培养基重悬，调整细胞密度至５×１０５个／ｍＬ，
取１００ｕＬ细胞悬液加入Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室上室，下室加入
含２０％胎牛血清的培养基６００μＬ，培养２４ｈ后利用结

晶紫染色，观察发生迁移的细胞并计数。侵袭能力检

测是在细胞迁移检测的基础上，在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室上室
中预先加入Ｍａｔｒｉｇｅｌ。
１．８　细胞凋亡检测
　　转染后细胞凋亡检测采用流式细胞术。使用
ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ凋亡检测试剂盒按照制造商的说明
书通过流式细胞术测定凋亡细胞比例。

１．９　生物信息学处理
　　生存分析在ＧＰＩＥＡ网站进行（ｈｔｔｐ：／／ｇｅｐｉａ．ｃａｎｃｅｒ
ｐｋｕ．ｃｎ／）。利用ＴｈｅＣａｎｃｅｒＧｅｎｏｍｅＡｔｌａｓ（ＴＣＧＡ）胰
腺癌患者组织ＲＮＡ测序数据和ＧＥＯ（ＧｅｎｅＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
Ｏｍｎｉｂｕｓ）数据库分析ｃｏｐｉｎｅ８的表达差异。将胰腺癌
患者分为 ｃｏｐｉｎｅ８低表达组和 ｃｏｐｉｎｅ８高表达组，分
析两组的差异基因（Ｐ＜０．０５，ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ＞１．５），并对
差异基因进行 ＧＯ和 ＫＥＧＧ通路富集分析。利用
ＧＳＥＡ软件（４．０．１）分析ｃｏｐｉｎｅ８低表达组和ｃｏｐｉｎｅ８
高表达组各通路富集情况，得到 ｃｏｐｉｎｅ８对各通路的
影响。利用 ＳＴＲＩＮＧ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｓｔｒｉｎｇｄｂ．ｏｒｇ／
ｃｇｉ／ｉｎｐｕｔ．ｐｌ）构建ｃｏｐｉｎｅ８蛋白互作网络。
１．１０　统计学分析
　　使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８软件进行统计学分析和图
像处理，组间差异比较采用ｔ检验。

２　结果

２．１　人胰腺癌组织中 ｃｏｐｉｎｅ８表达水平上调且与生
存相关

　　分析ＴＣＧＡ癌组织和 ＧＴＥｘ正常组织转录组水平
测序数据，发现 ｃｏｐｉｎｅ８在各种类型的癌组织和正常
组织中表达均不同，说明 ｃｏｐｉｎｅ８可能影响恶性肿瘤
的发展（图１Ａ）。ＧＥＯ数据库中选取胰腺癌组织和癌
旁正常组织中的转录组数据集，包括ＧＤＳ４１０２，ＧＤＳ４１０３，
ＧＤＳ４３３６和ＧＤＳ３８３６。通过进一步比较四个数据集中
ｃｏｐｉｎｅ８在胰腺癌和正常胰腺组织的表达情况，发现
ｃｏｐｉｎｅ８在胰腺癌组织中表达显著增高，说明该分子
可能影响胰腺癌的进展（图１Ｂ）。利用 ＴＣＧＡ胰腺癌
组织转录组数据，将患者分为 ｃｏｐｉｎｅ８高表达组（ｎ＝
８９）和ｃｏｐｉｎｅ８低表达组（ｎ＝８９），通过生存分析发现，
ｃｏｐｉｎｅ８的表达差异能影响胰腺癌患者的总体生存时
间（Ｐ＝０．０３３，图１Ｃ）。
２．２　ｃｏｐｉｎｅ８在胰腺癌中的作用机制探讨
　　通过将 ＴＣＧＡ数据库中胰腺癌患者分为高表达
ｃｏｐｉｎｅ８和低表达ｃｏｐｉｎｅ８两组，得到了两组患者的基
因表达模式（图２Ａ）。分析两组的差异基因（Ｐ＜０．０５，
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ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ＞１．５），发现部分通路得到较好的富集，包
括Ｈｉｐｐｏ、ｍＴＯＲ和 ＥＲＢＢ信号通路等，说明 ｃｏｐｉｎｅ８
在胰腺癌中会影响这些通路的表达（图２Ｂ）。通过进
一步ＧＳＥＡ分析发现 ｃｏｐｉｎｅ８高表达组富集于 ＷＮＴ
信号通路和 Ｈｉｐｐｏ通路（图 ２Ｃ）。相关性分析得到
Ｈｉｐｐｏ通路中关键分子如 ＹＡＰ１、ＳＴＫ３、ＳＴＫ４和
ＳＧＭＳ１等与 ｃｏｐｉｎｅ８有较好的相关性，说明 ｃｏｐｉｎｅ８
能通过影响Ｈｉｐｐｏ通路中关键分子的表达，从而影响
胰腺癌的发展（图 ２Ｄ）。通过构建蛋白互作网络，发

现ｃｏｐｉｎｅ８与其他蛋白有较为复杂的作用关系，可能
共同影响胰腺癌的进展（图２Ｅ）。
２．３　人胰腺癌组织中 ｃｏｐｉｎｅ８蛋白水平表达上调且
定位于细胞质

　　通过比较配对胰腺癌和癌旁组织中ｃｏｐｉｎｅ８蛋白
表达量的差异，证实了转录组水平的结果，ｃｏｐｉｎｅ８蛋
白在胰腺癌组织中的表达高于癌旁组织（图３Ａ）。免
疫荧光证实 ｃｏｐｉｎｅ８主要表达于胰腺癌细胞胞质中
（图３Ｂ）。
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癌；ＢＲＣＡ：乳腺浸润癌；ＣＥＳＣ：宫颈癌；ＣＨＯＬ：胆管癌；ＣＯＡＤ：结肠癌；ＤＬＢＣ：弥漫性大Ｂ细胞淋巴瘤；ＥＳＣＡ：食管癌；ＧＢＭ：胶质
瘤；ＨＮＳＣ：头颈鳞状细胞癌；ＫＩＣＨ：肾嫌色细胞癌；ＫＩＲＣ：肾透明细胞癌；ＫＩＲＰ：肾乳头状细胞癌；ＬＡＭＬ：急性髓细胞白血病；
ＬＧＧ：脑低级别胶质瘤；ＬＩＨＣ：肝细胞癌；ＬＵＡＤ：肺腺癌；ＬＵＳＣ：肺鳞癌；ＯＶ：卵鳞癌；ＰＡＡＤ：胰腺癌；ＰＣＰＧ：嗜铬细胞瘤；ＰＲＡＤ：
前列腺癌；ＲＥＡＤ：直肠腺癌；ＳＡＲＣ：肉瘤；ＳＫＣＭ：黑色素瘤；ＳＴＡＤ：胃癌；ＴＧＣＴ：睾丸癌；ＴＨＣＡ：甲状腺癌；ＴＨＹＭ：胸腺癌；ＵＣＥＣ：
子宫内膜癌；ＵＣＳ：子宫肉瘤；Ｂ：ｃｏｐｉｎｅ８在４个数据集（ＧＤＳ４１０２、ＧＤＳ４１０３、ＧＤＳ４３３６和ＧＤＳ３８３６）胰腺癌和正常胰腺组织中的
表达情况ａ：Ｐ＜０．０５，与正常胰腺组比较；Ｃ：将ＴＣＧＡ胰腺癌患者分为ｃｏｐｉｎｅ８高、低表达组（ｎ＝８９），分析ｃｏｐｉｎｅ８表达对胰
腺癌患者总体生存时间的影响

图１　ｃｏｐｉｎｅ８在胰腺癌中的表达情况
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Ａ：热图分析高表达ｃｏｐｉｎｅ８和低表达ｃｏｐｉｎｅ８的胰腺癌患者基因表达情况；Ｂ：差异基因的ＧＯ和ＫＥＧＧ富集分析；Ｃ：高低表
达ｃｏｐｉｎｅ８患者的ＧＳＥＡ分析；Ｄ：ｃｏｐｉｎｅ８与Ｈｉｐｐｏ通路关键分子的相关性；Ｅ：ｃｏｐｉｎｅ８相关分子的蛋白互作网络

图２　ｃｏｐｉｎｅ８在胰腺癌中的作用机制探讨
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Ａ：免疫组化显示ｃｏｐｉｎｅ８蛋白在胰腺癌组织和癌旁组织中的表达和分布情况；Ｂ：免疫荧光显示ｃｏｐｉｎｅ８蛋白主要表达在胰腺
癌细胞中的细胞质

图３　人胰腺癌组织中ｃｏｐｉｎｅ８蛋白水平表达情况
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２．４　胰腺癌细胞系中ｃｏｐｉｎｅ８的表达和敲除效率
　　各胰腺癌细胞系包括 ＣＦＰＡＣ１、ＡｓＰＣ１、ＢｘＰＣ３、
ＰＡＮＣ１中 ｃｏｐｉｎｅ８蛋白表达均高于正常胰腺细胞系
ＨＰＤＥ（图４Ａ）。利用ｓｉＲＮＡ敲除ＣＦＰＡＣ１和ＡｓＰＣ１
细胞系中的ｃｏｐｉｎｅ８后，发现 ｓｉ＃２和 ｓｉ＃３敲除效率
较高，因此将ｓｉ＃３用于后续胰腺癌细胞功能实验探究
（图４Ｂ）。
２．５　敲低ｃｏｐｉｎｅ８对胰腺癌细胞增殖功能的影响
　　利用ＣＣＫ８实验和集落形成实验（图５）检测敲低
ｃｏｐｉｎｅ８后对胰腺癌细胞增殖功能的影响。ＣＣＫ８实
验发现在增殖到第４天时，转染ｓｉｃｏｐｉｎｅ８的ＣＦＰＡＣ１
和ＡｓＰＣ１细胞的数量比转染ｓｉＮＣ的数量低（Ｐ＜０．０５）；
且转染ｓｉｃｏｐｉｎｅ８的ＣＦＰＡＣ１和 ＡｓＰＣ１细胞的集落
形成能力明显较弱（Ｐ＜０．０５）。这些结果说明干扰
ｃｏｐｉｎｅ８表达对胰腺癌细胞的增殖功能有显著影响。
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图５　ｃｏｐｉｎｅ８对胰腺癌细胞增殖功能的影响
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２．６　敲低ｃｏｐｉｎｅ８对胰腺癌细胞迁移和侵袭能力的
影响

　　图６展示了敲低ｃｏｐｉｎｅ８后对胰腺癌细胞迁移和
侵袭能力的影响。干扰胰腺癌细胞系 ＣＦＰＡＣ１和
ＡｓＰＣ１中ｃｏｐｉｎｅ８的表达后，两株细胞的迁移能力和
侵袭能力都明显下降（Ｐ＜０．０５），说明ｃｏｐｉｎｅ８可能影
响胰腺癌的侵袭转移能力。

２．７　敲低ｃｏｐｉｎｅ８对胰腺癌细胞凋亡的影响
　　图７显示敲低ｃｏｐｉｎｅ８后对胰腺癌细胞凋亡的影
响。由图中可以发现，干扰 ＣＦＰＡＣ１细胞 ｃｏｐｉｎｅ８的
表达后，早期凋亡的胰腺癌细胞比例和早期＋晚期凋
亡的细胞比例均明显增加（Ｐ＜０．０５），说明ｃｏｐｉｎｅ８可
能影响胰腺癌细胞的凋亡。

si
!

NC si
"

copine8 si
#

NC si
$

copine8

迁
移

侵
袭

CFPAC
%!

AsPC
&!

"

……

!""

#""

$%"

&%%

'""

"

穿
膜
细
胞
数
(

个

a

)*!+, )*!-./*01 2

&""

3!"

3""

!"

"

穿
膜
细
胞
数
(

个

a

)*!+, )*!-./*01 2

3 !""

3 """

!""

"

穿
膜
细
胞
数
(

个

a

)*!+, )*!-./*01 2

!"

4"

$"

&"

3"

"

穿
膜
细
胞
数
(

个

a

)*!+, )*!-./*01 2

处理因素处理因素处理因素 处理因素5 , 6 7

Ａ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验结果；Ｂ：ＣＦＰＡＣ１迁移细胞数比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）；Ｃ：ＣＦＰＡＣ１侵袭细胞数比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）；Ｄ：ＡｓＰＣ１迁移细胞
数比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）；Ｅ：ＡｓＰＣ１侵袭细胞数比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）；ａ：Ｐ＜０．０５，与ｓｉＮＣ组比较

图６　敲低ｃｏｐｉｎｅ８后对胰腺癌细胞迁移和侵袭能力的影响
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图７　敲低ｃｏｐｉｎｅ８对胰腺癌细胞ＣＦＰＡＣ１凋亡的影响
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３　讨论

　　胰腺癌作为一种高度恶性和高死亡率的消化系统
肿瘤，其发生和进展的具体生物学机制还未被完全阐

明［１５－１６］。本文通过研究 ｃｏｐｉｎｅ８在胰腺癌和癌旁组
织中的表达情况和ｃｏｐｉｎｅ８表达对胰腺癌患者生存预
后的影响，结合干扰ｃｏｐｉｎｅ８表达后胰腺癌细胞增殖、
侵袭转移和凋亡等细胞功能的变化，并探究该分子对

重要通路的影响，初步阐明了 ｃｏｐｉｎｅ８在胰腺癌中的
重要生物学功能。

　　肿瘤细胞的增殖能力可能与多种因素有关，如
ｍｉＲＮＡ表达［１７］、信号通路活性［１８］、转录因子功能［１９］

等。近期研究显示，同源域相互作用蛋白激酶２能通
过ＥＲＫ／ｃＭｙｃ轴抑制胰腺癌的增殖能力［２０］。ｍｉＲ９
５ｐ能通过调节ＧＯＴ１的表达，从而抑制胰腺癌细胞的
增长［２１］。本文通过细胞功能学实验，利用 ＣＣＫ８实验
和集落形成实验在两种胰腺癌细胞系 ＣＦＰＡＣ１和
ＡｓＰＣ１中均证明了干扰 ｃｏｐｉｎｅ８的表达能抑制胰腺
癌细胞的增殖能力。这些结果说明了ｃｏｐｉｎｅ８对胰腺
癌细胞可能有促进生长的作用，设计并制造 ｃｏｐｉｎｅ８
的靶向抑制剂可能对胰腺癌细胞的增殖有抑制作用，

可以减缓胰腺癌的进展速度。

　　胰腺癌细胞具有较高的侵袭和转移能力，可能是
该病难以治疗和死亡率较高的重要原因。ＭＴＡ１被证
实能通过ＨＩＦα／ＶＥＧＦ信号通路促进胰腺癌细胞的侵
袭和转移能力，可能是胰腺癌侵袭转移的重要机制之

一［２２］。ＫＬＦ９不但能影响胰腺癌细胞的迁移和侵袭功
能，还能通过调节ＭＭＰ９、ＭＭＰ２、Ｂｃｌ２、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和
ｃｙｃｌｉｎＢ等分子的表达，对癌细胞的细胞周期、凋亡和
上皮间质转化过程造成影响［２３］。可以推断，胰腺癌的

发展、转移和侵袭等过程是非常复杂的，涉及多种分

子、多种通路的变化。本研究发现敲低 ｃｏｐｉｎｅ８会对
胰腺癌细胞的侵袭转移能力具有较强的抑制作用，说

明该分子在癌细胞侵袭转移过程中可能扮演重要的角

色。ｃｏｐｉｎｅ８可能是应对胰腺癌高侵袭转移率的潜在
的治疗靶点，ｃｏｐｉｎｅ８的靶向抑制物可能对该病的侵
袭转移有重要抑制作用。

　　Ｈｉｐｐｏ通路能促进胰腺癌的进展，其关键分子能
调节胰腺星状细胞的功能和肿瘤相关巨噬细胞的募

集，也与胰腺癌耐药和预后有关［２４－２５］。Ｈｉｐｐｏ通路表
达改变所导致的胰腺癌耐药性变化可能是通过调节

ｍｉＲ１８１ｃ实现的［２６］。同时，ＬｎｃＲＮＡＵＣＡ１也被证实
能通过调节Ｈｉｐｐｏ通路的表达，促进胰腺癌的侵袭和
转移［２７］。抑制Ｈｉｐｐｏ通路中关键分子 ＹＡＰ的表达可
以明显减弱胰腺癌细胞的增殖和侵袭能力，可能是胰

腺癌治疗的潜在生物学靶点［２８］。可以推断，Ｈｉｐｐｏ通
路在胰腺癌的发生和发展中起着重要作用。本研究发

现，ｃｏｐｉｎｅ８表达与 Ｈｉｐｐｏ通路中关键分子如 ＹＡＰ１、
ＳＴＫ３、ＳＴＫ４、ＳＧＭＳ１等的表达相关，证实ｃｏｐｉｎｅ８表达
的变化可能影响Ｈｉｐｐｏ通路的活性，导致胰腺癌增殖、
侵袭和转移等功能的变化。因此，Ｈｉｐｐｏ通路可能是
ｃｏｐｉｎｅ８影响胰腺癌细胞功能的重要机制。
　　本研究的不足之处在于，没有对利用 ＴＣＧＡ数据
库预测得到的通路富集结果进行验证，如 ＷＮＴ、
Ｈｉｐｐｏ、ｍＴＯＲ和ＥＲＢＢ信号通路等，仅停留于数据库
分析阶段；也没有检测增殖、侵袭转移和凋亡相关基因

表达，如 Ｋｉ６７、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｂｃｌ２
和Ｃａｓｐａｓｅ３等。ｃｏｐｉｎｅ８具体影响胞内重要信号通路
的方式和具体过程，ｃｏｐｉｎｅ８影响胰腺癌细胞增殖、侵
袭转移和凋亡功能的具体机制，ｃｏｐｉｎｅ８对裸鼠皮下
成瘤过程的影响等将在后续实验中进行深入研究。
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［６］ＰＡＲＩＣＨＡＲＴＴＡＮＡＫＵＬＮＭ，ＳＡＨＡＲＡＴＫ，ＣＨＯＫＣＨＡＩＣ
ＨＡＭＮＡＮＫＩＴＤ，ｅｔａｌ．Ｕｎｖｅｉｌｉｎｇａｎｏｖｅｌｂｉｏｍａｒｋｅｒｐａｎｅｌｆｏｒ
ｄｉａｇｎｏｓｉｓａｎｄｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｗｅｌｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄｔｈｙｒｏｉｄｃａｒｃｉ
ｎｏｍａｓ［Ｊ］．ＯｎｃｏｌＲｅｐ，２０１６，３５（４）：２２８６－２２９６．ＤＯＩ：
１０．３８９２／ｏｒ．２０１６．４５６７．

［７］ＢＡＥＫＭ，ＡＨＮＴ，ＫＡＮＧＤ，ｅｔａｌ．ＣＰＮＥ７ａｓｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃ
ｆａｃｔｏｒａｎｄｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｔａｒｇｅｔｉｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．Ａｎｎ

９０６　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（６）



ＳｕｒｇＯｎｃｏｌ，２０１８，２５（１）：Ｓ１５４．ＤＯＩ：１０．１２４５／ｓ１０４３４
０１８６３４９１．

［８］ＪＥＯＮＧＤ，ＢＡＮＳ，ＫＩＭＨ，ｅｔａｌ．Ａｂｓｔｒａｃｔ４４５５：Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａ
ｔｉｏｎｏｆｎｏｖｅｌｏｎｃｏｇｅｎｅ，ｃｏｐｉｎｅ７（ＣＰＮＥ７），ｉｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ
ｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２０１７，７７（１３）：４４５５．ＤＯＩ：１０．
１１５８／１５３８７４４５．ａｍ２０１７４４５５．

［９］ＰＡＮＨＸ，ＸＵＸＪ，ＷＵＤＹ，ｅｔａｌ．Ｎｏｖｅｌｓｏｍａｔｉｃｍｕｔａｔｉｏｎｓ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙｗｈｏｌｅｅｘｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｉｎｍｕｓｃｌｅｉｎｖａｓｉｖｅｔｒａｎ
ｓｉｔｉｏｎａｌｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａｏｆｔｈｅｂｌａｄｄｅｒ［Ｊ］．ＯｎｃｏｌＬｅｔｔ，２０１６，
１１（２）：１４８６－１４９２．ＤＯＩ：１０．３８９２／ｏｌ．２０１６．４０９４．

［１０］ＬＩＮＨＣ，ＺＨＡＮＧＦＬ，ＧＥＮＧＱ，ｅｔａｌ．Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｒｏ
ｔｅｏｍｉｃａｎａｌｙｓｉｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｓＣＰＮＥ３ａｓａｎｏｖｅｌｍｅｔａｓｔａｓｉｓｐｒｏ
ｍｏｔｉｎｇｇｅｎｅｉｎＮＳＣＬＣ［Ｊ］．ＪＰｒｏｔｅｏｍｅＲｅｓ，２０１３，１２（７）：
３４２３－３４３３．ＤＯＩ：１０．１０２１／ｐｒ４００２７３ｚ．

［１１］ＳＡＫＴＨＩＶＥＬＫＭ，ＰＲＡＢＨＵＶＶ．Ｃｏｐｉｎｅ３ａｓａｎｏｖｅｌｐｏ
ｔｅｎｔｉａｌｄｒｕｇｔａｒｇｅｔｆｏｒｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．Ｊ
ＥｎｖｉｒｏｎＰａｔｈｏｌＴｏｘｉｃｏｌＯｎｃｏｌ，２０１７，３６（２）：１０７－１１２．
ＤＯＩ：１０．１６１５／ＪＥｎｖｉｒｏｎＰａｔｈｏｌＴｏｘｉｃｏｌＯｎｃｏｌ．２０１７０１９５４０．

［１２］ＣＨＯＩＨＹ，ＰＡＲＫＮ，ＮＡＪＢ，ｅｔａｌ．ＤｉｒｅｃｔｂｉｎｄｉｎｇｏｆＣｏ
ｐｉｎｅ３ｗｉｔｈＪａｂ１ａｃｔｉｖａｔｅｓｄｏｗｎｓｔｒｅａｍＥｒｂＢ２ｓｉｇｎａｌｉｎｇａｎｄ
ｍｏｔｉｌｉｔｙｉｎＳＫＢｒ３ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＯｎｃｏｌＲｅｐ，２０１６，
３５（２）：１１４７－１１５２．ＤＯＩ：１０．３８９２／ｏｒ．２０１５．４４７２．

［１３］ＨＥＩＮＲＩＣＨＣ，ＫＥＬＬＥＲＣ，ＢＯＵＬＡＹＡ，ｅｔａｌ．ＣｏｐｉｎｅＩＩＩ
ｉｎｔｅｒａｃｔｓｗｉｔｈＥｒｂＢ２ａｎｄｐｒｏｍｏｔｅｓｔｕｍｏｒｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎ［Ｊ］．
Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，２０１０，２９（１１）：１５９８－１６１０．ＤＯＩ：１０．１０３８／
ｏｎｃ．２００９．４５６．

［１４］ＲＡＭＳＥＹＨ，ＺＨＡＮＧＤＥ，ＲＩＣＨＫＩＮＤＫ，ｅｔａｌ．Ｆｕｓｉｏｎｏｆ
ＡＭＬ１／Ｒｕｎｘ１ｔｏｃｏｐｉｎｅⅧ，ａｎｏｖｅｌｍｅｍｂｅｒｏｆｔｈｅｃｏｐｉｎｅ
ｆａｍｉｌｙ，ｉｎａｎａｇｇｒｅｓｓｉｖｅａｃｕｔｅｍｙｅｌｏｇｅｎｏｕｓｌｅｕｋｅｍｉａｗｉｔｈｔ
（１２；２１）ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｌｅｕｋｅｍｉａ，２００３，１７（８）：１６６５－
１６６６．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｓｊ．ｌｅｕ．２４０３０４８．

［１５］ＭＣＧＵＩＧＡＮＡ，ＫＥＬＬＹＰ，ＴＵＲＫＩＮＧＴＯＮＲＣ，ｅｔａｌ．Ｐａｎ
ｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒ：ａｒｅｖｉｅｗｏｆｃｌｉｎｉｃａｌｄｉａｇｎｏｓｉｓ，ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙ，
ｔｒｅａｔｍｅｎｔａｎｄｏｕｔｃｏｍｅｓ［Ｊ］．ＷｏｒｌｄＪＧａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ，２０１８，２４
（４３）：４８４６－４８６１．ＤＯＩ：１０．３７４８／ｗｊｇ．ｖ２４．ｉ４３．４８４６．

［１６］ＤＲＡＰＥＲＡ．Ｕｐｄａｔｅｓｉｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒ：Ｍｏｄｅｓｔｇａｉｎｓ
ａｎｄｈｏｐｅｆｕｌｔａｒｇｅｔｓ［Ｊ］．ＪＯｎｃｏｌＰｈａｒｍＰｒａｃｔ，２０１９，２５
（１）：１０１－１０９．ＤＯＩ：１０．１１７７／１０７８１５５２１８７６３０３５．

［１７］ＣＡＯＸＭ．ＲｏｌｅｏｆｍｉＲ３３７３ｐａｎｄｉｔｓｔａｒｇｅｔＲａｐ１Ａｉｎｍｏｄ
ｕｌａｔｉｎｇｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｉｎｖａｓｉｏｎ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆ
ｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＢｉｏｍａｒｋ，２０１９，２４（３）：
２５７－２６７．ＤＯＩ：１０．３２３３／ＣＢＭ１８１２２５．

［１８］ＳＯＮＧＱ，ＣＨＥＮＱ，ＷＡＮＧＱＭ，ｅｔａｌ．ＡＴＦ３／ｍｉＲ５９０／
ＧＯＬＰＨ３ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｒｅｇｕｌａｔｅｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｂｒｅａｓｔ
ｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＢＭＣＣａｎｃｅｒ，２０１８，１８（１）：２５５．ＤＯＩ：１０．
１１８６／ｓ１２８８５０１８４０３１４．

［１９］ＬＵＧＨ，ＳＨＩＷ Ｌ，ＺＨＥＮＧＨＹ．ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＳＴＡＴ６／

ａｎｏｃｔａｍｉｎ１ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎ
ｏｆｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＢｉｏｔｈｅｒＲａｄｉｏｐｈａｒｍ，
２０１８，３３（１）：３－７．ＤＯＩ：１０．１０８９／ｃｂｒ．２０１７．２２８７．

［２０］ＱＩＮＹ，ＨＵＱＳ，ＪＩＳＲ，ｅｔａｌ．Ｈｏｍｅｏｄｏｍａｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ２ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄａｅｒｏｂｉｃｇｌｙｃｏｌｙ
ｓｉｓｖｉａＥＲＫ／ｃＭｙｃＡｘｉｓｉｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＣｅｌｌＰｒｏ
ｌｉｆ，２０１９，５２（３）：ｅ１２６０３．ＤＯＩ：１０．１１１１／ｃｐｒ．１２６０３．

［２１］ＷＡＮＧＪ，ＷＡＮＧＢ，ＲＥＮＨＱ，ｅｔａｌ．ＭｉＲ９５ｐｉｎｈｉｂｉｔｓ
ｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄｇｌｕｔａｍｉｎｅ
ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｂｙｔａｒｇｅｔｉｎｇＧＯＴ１［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍＢｉｏｐｈｙｓＲｅｓ
Ｃｏｍｍｕｎ，２０１９，５０９（１）：２４１－２４８．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．
ｂｂｒｃ．２０１８．１２．１１４．

［２２］ＳＵＮＸＣ，ＺＨＡＮＧＹ，ＬＩＢＳ，ｅｔａｌ．ＭＴＡ１ｐｒｏｍｏｔｅｓｔｈｅ
ｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｐｏｔｅｎｔｉａｌｌｙ
ｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅＨＩＦα／ＶＥＧＦｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＪＲｅｃｅｐｔＳｉｇｎａｌ
ＴｒａｎｓｄｕｃｔＲｅｓ，２０１８，３８（４）：３５２－３５８．ＤＯＩ：１０．１０８０／
１０７９９８９３．２０１８．１５３１８８７．

［２３］ＺＨＯＮＧＺＷ，ＺＨＯＵＦ，ＷＡＮＧＤ，ｅｔａｌ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＫＬＦ９ｉｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒａｎｄｉｔｓｅｆｆｅｃｔｓｏｎｔｈｅｉｎｖａｓｉｏｎ，
ｍｉｇｒａｔｉｏｎ，ａｐｏｐｔｏｓｉｓ，ｃｅｌｌｃｙｃｌｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ，ａｎｄｐｒｏｌｉｆｅｒａ
ｔｉｏｎｏｆｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅｓ［Ｊ］．ＯｎｃｏｌＲｅｐ，２０１８，
４０（６）：３８５２－３８６０．ＤＯＩ：１０．３８９２／ｏｒ．２０１８．６７６０．

［２４］ＡＮＳＡＲＩＤ，ＯＨＬＳＳＯＮＨ，ＡＬＴＨＩＮＩＣ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｈｉｐｐｏ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｉｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＡｎｔｉｃａｎｃｅｒＲｅｓ，
２０１９，３９（７）：３３１７－３３２１．ＤＯＩ：１０．２１８７３／ａｎｔｉｃａｎｒｅｓ．
１３４７４．

［２５］ＥＩＢＬＧ，ＲＯＺＥＮＧＵＲＴＥ．ＫＲＡＳ，ＹＡＰ，ａｎｄｏｂｅｓｉｔｙｉｎ
ｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒ：ａｓｉｇｎａｌｉｎｇｎｅｔｗｏｒｋｗｉｔｈｍｕｌｔｉｐｌｅｌｏｏｐｓ
［Ｊ］．ＳｅｍｉｎＣａｎｃｅｒＢｉｏｌ，２０１９，５４：５０－６２．ＤＯＩ：１０．
１０１６／ｊ．ｓｅｍｃａｎｃｅｒ．２０１７．１０．００７．

［２６］ＣＨＥＮＭＹ，ＷＡＮＧＭ，ＸＵＳＭ，ｅｔａｌ．Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆ
ｍｉＲ１８１ｃｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓｔｏｃｈｅｍｏｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃ
ｅｒｂｙｉｎａｃｔｉｖａｔｉｎｇｔｈｅＨｉｐｐｏｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｔａｒ
ｇｅｔ，２０１５，６（４２）：４４４６６－４４４７９．ＤＯＩ：１０．１８６３２／ｏｎｃｏ
ｔａｒｇｅｔ．６２９８．

［２７］ＺＨＡＮＧＭ Ｔ，ＺＨＡＯＹ，ＺＨＡＮＧＹＬ，ｅｔａｌ．ＬｎｃＲＮＡ
ＵＣＡ１ｐｒｏｍｏｔｅｓｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｉｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒ
ｃｅｌｌｓｖｉａｔｈｅＨｉｐｐｏｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｉｍＢｉｏｐｈｙｓＡｃｔａＭｏｌ
ＢａｓｉｓＤｉｓ，２０１８，１８６４（５ＰｔＡ）：１７７０－１７８２．ＤＯＩ：１０．
１０１６／ｊ．ｂｂａｄｉｓ．２０１８．０３．００５．

［２８］ＪＩＡＮＧＺＤ，ＺＨＯＵＣＣ，ＣＨＥＮＧＬ，ｅｔａｌ．ＩｎｈｉｂｉｔｉｎｇＹＡＰ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｂｙｄｉｓ
ｒｕｐｔｉｎｇｔｕｍｏｒｓｔｒｏｍａｌｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＪＥｘｐＣｌｉｎＣａｎｃｅｒ
Ｒｅｓ，２０１８，３７（１）：６９．ＤＯＩ：１０．１１８６／ｓ１３０４６０１８０７４０４．

（收稿：２０１９１１０６；修回：２０１９１２２６）
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