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ＦＡＭ８３ＨＡＳ１靶向 ｍｉＲ４６８４５ｐ对胰腺癌细胞放射敏感性的影响

时彩艳，刘　峰，卢宏全，黄国定　（海南西部中心医院肿瘤内科，海南 儋州 ５７１７００）

［摘　要］　目的　探讨ＦＡＭ８３ＨＡＳ１对胰腺癌 ＰＡＮＣ１细胞放射敏感性的影响。方法　采用实时荧光定量聚合酶链反应
（ＲＴｑＰＣＲ）分析胰腺癌组织、癌旁组织、ＰＡＮＣ１细胞、ＨＰＤＥ细胞中 ＦＡＭ８３ＨＡＳ１和 ｍｉＲ４６８４５ｐ的差异表达。上调 ｐｃＤＮＡ
ＦＡＭ８３ＨＡＳ１表达后，采用ＣＣＫ８法检测细胞活力，采用流式细胞技术和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析细胞凋亡率和Ｂａｘ、Ｂｃｌ２蛋白表达水平。
ｍｉＲｎａｄａ和双荧光素酶报告基因实验检测 ＦＡＭ８３ＨＡＳ１与 ｍｉＲ４６８４５ｐ的关系。分析上调 ｍｉＲ４６８４５ｐ或同时上调 ＦＡＭ８３ＨＡＳ１
与ｍｉＲ４６８４５ｐ表达对ＰＡＮＣ１细胞活力、细胞凋亡率和 Ｂａｘ、Ｂｃｌ２蛋白表达水平的影响。结果　与癌旁组织相比，胰腺癌组织
ＦＡＭ８３ＨＡＳ１表达升高（Ｐ＜０．０１），ｍｉＲ４６８４５ｐ表达降低（Ｐ＜０．０１）；与 ＨＰＤＥ细胞相比，ＰＡＮＣ１细胞 ＦＡＭ８３ＨＡＳ１表达升高
（Ｐ＜０．０１），ｍｉＲ４６８４５ｐ表达降低（Ｐ＜０．０１）；ＦＡＭ８３ＨＡＳ１的表达水平随Ｘ射线照射剂量增加而降低（Ｐ＜０．０５），ｍｉＲ４６８４５ｐ的
表达水平随Ｘ射线照射剂量增加而升高（Ｐ＜０．０５）。上调 ＦＡＭ８３ＨＡＳ１可增强 ＰＡＮＣ１细胞活力（Ｐ＜０．０５），降低细胞凋亡率
（Ｐ＜０．０５）。ＦＡＭ８３ＨＡＳ１和ｍｉＲ４６８４５ｐ具有靶向和负调控关系。上调 ｍｉＲ４６８４５ｐ表达可降低 ＰＡＮＣ１细胞活力（Ｐ＜０．０５），
增加细胞凋亡率（Ｐ＜０．０５）。干扰 ＦＡＭ８３ＨＡＳ１表达可通过 ｍｉＲ４６８４５ｐ上调 ＰＡＮＣ１细胞的放射敏感性（Ｐ＜０．０５）。结论
ＦＡＭ８３ＨＡＳ１在胰腺癌ＰＡＮＣ１细胞中高表达，且靶向ｍｉＲ４６８４５ｐ可减弱胰腺癌细胞的放射敏感性。
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（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｉｎｃｒｅａｓｅｔｈｅｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅ（Ｐ＜０．０５）．ＩｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇｗｉｔｈｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＦＡＭ８３ＨＡＳ１ｃｏｕｌｄｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅｒａｄｉｏｓｅｎ
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　　胰腺癌是消化系统最常见的恶性肿瘤之一，其早
期症状不明显，限制了早期诊断和治疗［１２］。尽管近年

来胰腺癌的治疗水平有所提高，但患者的５年生存率

仍小于５％［３］。清楚地认识胰腺癌的发病机制将有助

于明确胰腺癌诊治的有效靶点和策略。长链非编码

ＲＮＡｓ（ｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡｓ，ｌｎｃＲＮＡｓ）是真核细胞中
长度超过２００核苷酸的ＲＮＡ转录本，不具有蛋白质编

６９３ 局解手术学杂志　ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵ８８ＲＧ　２０２２，３１（５）　　　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｊｓｓｘｚｚ．ｃｎ



码能力［４］，ｌｎｃＲＮＡｓ可参与调节多种细胞的生物学过
程和疾病发病，包括正常胰腺细胞的癌变等［５６］，也可

参与调控肿瘤的放射敏感性［７］，如沉默 ｌｎｃＲＮＡ
ＬＩＮＣ００８５７通过招募 ＮＦκＢ１增强肺腺癌细胞的放射
敏感性［８］；另有研究发现，ｌｎｃＲＮＡＨＯＴＡＩＲ可通过
ｍｉＲ４４９ｂ５ｐ促进 ＨＳＰＡ１Ａ表达，增强乳腺癌耐辐射
性［９］；还 有 研 究 表 明 ｌｎｃＲＮＡ ＳＢＦ２ＡＳ１可 通 过
ｍｉＲ３０２ａ／ＭＢＮＬ３轴影响非小细胞肺癌的放射敏感
性［１０］。有研究发现ＦＡＭ８３ＨＡＳ１参与乳腺癌、结直肠
癌、食管鳞癌等肿瘤的增殖与转移［１１１２］，但其在胰腺

癌中的表达及其调控胰腺癌放射敏感性的作用机制仍

不明确。因此，本研究通过探讨 ＦＡＭ８３ＨＡＳ１对胰腺
癌放射敏感性的影响及其作用机制，首次揭示了

ＦＡＭ８３ＨＡＳ１与胰腺癌辐射抵抗有关，为研究癌症辐
射耐药性的分子机制开辟了新的途径，现报告如下。

１　材料与方法

１．１　主要材料
经患者和家属同意，收集我院胰腺癌组织和距离

病变位置约５ｃｍ的癌旁组织标本各３０个，且立即保
存在液氮中。胰腺癌 ＰＡＮＣ１细胞、正常胰腺 ＨＰＤＥ
细胞来自中国科学院上海细胞库，ＤＭＥＭ培养基及胎
牛血清（ＦＢＳ）来自美国 Ｇｉｂｃｏ公司，细胞凋亡检测试
剂盒购自美国 Ｓｉｇｍａ公司，ＧＡＰＤＨ多克隆抗体和
Ｂｃｌ２、Ｂａｘ抗体购自英国 Ａｂｃａｍ公司，ＦＡＭ８３ＨＡＳ１
ｓｉＲＮＡ、ｐｃＤＮＡＦＡＭ８３ＨＡＳ１由北京擎科生物有限公
司合成，ｍｉＲ４６８４５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ和 ｍｉＲ４６８４５ｐｍｉｍｉｃｓ
由上海吉玛公司提供，流式细胞仪购自美国 Ｃｅｌｌ
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ。
１．２　细胞培养与转染

ＰＡＮＣ１细胞、ＨＰＤＥ细胞用含 １０％ ＦＢＳ、１０ｋＵ
链霉素—青霉素的ＤＭＥＭ培养基培养，置于３７℃、饱
和湿度为 ５％ ＣＯ２的细胞培养箱中。待细胞融合至
９０％时，加入０．２５％胰蛋白酶进行消化传代。转染的
细胞分组如下：①ｓｉＲＮＡＮＣ组（ＰＡＮＣ１细胞转染
ｓｉＲＮＡＮＣ质粒）、ＦＡＭ８３ＨＡＳ１ｓｉＲＮＡ组（ＰＡＮＣ１细
胞转染ＦＡＭ８３ＨＡＳ１ｓｉＲＮＡ质粒）；②ｐｃＤＮＡ３．１（＋）
组［ＰＡＮＣ１细胞转染 ｐｃＤＮＡ３．１（＋）质粒］、ｐｃＤＮＡ
３．１（＋）＋８Ｇｙ组［ＰＡＮＣ１细胞转染ｐｃＤＮＡ３．１（＋）
质粒后，用８Ｇｙ射线垂直照射］、ｐｃＤＮＡＦＡＭ８３ＨＡＳ１
组（ＰＡＮＣ１细胞转染 ｐｃＤＮＡＦＡＭ８３ＨＡＳ１质粒）、
ｐｃＤＮＡＦＡＭ８３ＨＡＳ１＋８Ｇｙ组（ＰＡＮＣ１细胞转染
ｐｃＤＮＡＦＡＭ８３ＨＡＳ１质粒后，用 ８Ｇｙ射线垂直照

射）；③ＦＡＭ８３ＨＡＳ１ＷＴ＋ｍｉｍｉｃｓＮＣ组（ＰＡＮＣ１细
胞共转染 ＦＡＭ８３ＨＡＳ１ＷＴ与 ｍｉｍｉｃｓＮＣ质粒）、
ＦＡＭ８３ＨＡＳ１ＷＴ＋ｍｉＲ４６８４５ｐｍｉｍｉｃｓ组（ＰＡＮＣ１
细胞共转染 ＦＡＭ８３ＨＡＳ１ＷＴ与 ｍｉＲ４６８４５ｐｍｉｍｉｃｓ
质粒）、ＦＡＭ８３ＨＡＳ１ＭＵＴ＋ｍｉｍｉｃｓＮＣ组（ＰＡＮＣ１细
胞共转染 ＦＡＭ８３ＨＡＳ１ＭＵＴ与 ｍｉｍｉｃｓＮＣ质粒）、
ＦＡＭ８３ＨＡＳ１ＭＵＴ＋ｍｉＲ４６８４５ｐｍｉｍｉｃｓ组（ＰＡＮＣ１
细胞共转染ＦＡＭ８３ＨＡＳ１ＭＵＴ与ｍｉＲ４６８４５ｐｍｉｍｉｃｓ
质粒）；④ｍｉｍｉｃｓＮＣ组（ＰＡＮＣ１细胞转染 ｍｉｍｉｃｓＮＣ
质粒）、ｍｉｍｉｃｓＮＣ＋８Ｇｙ组（ＰＡＮＣ１细胞转染 ｍｉｍｉｃｓ
ＮＣ质粒后，用 ８Ｇｙ射线垂直照射）、ｍｉＲ４６８４５ｐ
ｍｉｍｉｃｓ组（ＰＡＮＣ１细胞转染 ｍｉＲ４６８４５ｐｍｉｍｉｃｓ质
粒）、ｍｉＲ４６８４５ｐｍｉｍｉｃｓ＋８Ｇｙ组（ＰＡＮＣ１细胞转染
ｍｉＲ４６８４５ｐｍｉｍｉｃｓ质粒后，用８Ｇｙ射线垂直照射）；
⑤ｓｉＲＮＡＮＣ＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ组（ＰＡＮＣ１细胞共转染
ｓｉＲＮＡＮＣ与ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ质粒）、ＦＡＭ８３ＨＡＳ１ｓｉＲＮＡ＋
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ组（ＰＡＮＣ１细胞共转染 ＦＡＭ８３ＨＡＳ１
ｓｉＲＮＡ与ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ质粒）、ｓｉＲＮＡＮＣ＋ｍｉＲ４６８４５ｐ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组（ＰＡＮＣ１细胞共转染 ｓｉＲＮＡＮＣ与 ｍｉＲ
４６８４５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ质粒）、ＦＡＭ８３ＨＡＳ１ｓｉＲＮＡ＋ｍｉＲ
４６８４５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组（ＰＡＮＣ１细胞共转染 ＦＡＭ８３Ｈ
ＡＳ１ｓｉＲＮＡ与 ｍｉＲ４６８４５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ质粒）；⑥Ｘ射线
未照射组、Ｘ射线照射组（细胞完成转染后，分别采用
０、２、４、６、８Ｇｙ的 Ｘ射线垂直照射）。细胞铺于１２孔
板，待融合至７５％时弃培养基，用无 ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ覆
盖细胞，取稀释好的重组质粒和脂质体混匀，室温静置

２０ｍｉｎ，缓慢滴入细胞。４８ｈ后收集细胞 ＲＮＡ和蛋白
进行分析检测。

１．３　细胞活力测定
细胞铺于 ９６孔板，融合至 ７０％ ～８０％时，按照

１．２转染步骤将重组质粒转染至细胞内，需行 Ｘ射线
照射的细胞转染后用８Ｇｙ的Ｘ射线垂直照射，在培养
箱中静置４８ｈ后，用 ＰＢＳ清洗，每孔细胞加入１０μＬ
ＣＣＫ８溶液，放置 ４ｈ，在酶标仪下读取每孔细胞在
４５０ｎｍ处的吸光度值，计算细胞活力。
１．４　流式细胞仪检测细胞凋亡率

细胞接种于１２孔板，用ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００进行
质粒转染，需行 Ｘ射线照射的细胞转染后用８Ｇｙ的
Ｘ射线垂直照射，４８ｈ后收集细胞置于 ＥＰ管，ＰＢＳ
清洗后，用５００μＬ结合缓冲液重悬细胞。细胞中加入
５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和１０μＬＰＩ，避光放置１５ｍｉｎ后
离心，采用流式细胞仪测定细胞的凋亡率。
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１．５　双荧光素酶报告基因实验
采用生物信息学软件ｍｉＲｎａｄａ预测ＦＡＭ８３ＨＡＳ１

的靶 基 因 后，构 建 ＦＡＭ８３ＨＡＳ１野 生 型 载 体
（ＦＡＭ８３ＨＡＳ１ＷＴ）和突变型载体（ＦＡＭ８３ＨＡＳ１
ＭＵＴ）。分别将ＦＡＭ８３ＨＡＳ１ＷＴ＋ｍｉＲ４６８４５ｐｍｉｍｉｃｓ
与ＦＡＭ８３ＨＡＳ１ＭＵＴ＋ｍｉＲ４６８４５ｐｍｉｍｉｃｓ质粒共转
染至细胞内，用８Ｇｙ的Ｘ射线垂直照射，４８ｈ后用双
荧光素酶报告基因检测试剂盒检测荧光素酶活性。

１．６　实时荧光定量聚合酶链反应（ｒｅａｌｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｅｎｔ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴｑＰＣＲ）

　　从液氮中取出保存的胰腺癌组织和癌旁组织，用
液氮充分研磨后提取总ＲＮＡ。ＰＡＮＣ１细胞转染４８ｈ
后或转染完成用Ｘ射线照射４８ｈ后，用 Ｔｒｉｚｏｌ法提取
细胞 ＲＮＡ。通过逆转录试剂盒将 ＲＮＡ反转录成
ｃＤＮＡ。以稀释后的ｃＤＮＡ为模板，ＧＡＰＤＨ为内参，进
行ＲＴｑＰＣＲ，反应程序为 ９５℃ １０ｍｉｎ，９５℃ １５ｓ，
６０℃ １ｍｉｎ，共４０个循环。结果通过 ２－ΔΔＣｔ法分析。
引物序列为 ＧＡＰＤＨ：ＦＣＡＡＧＧＡＣＣＴＣＴＡＣＧＣＣＡＡＣＡＣ，
ＲＴＧＧＡＧＧＣＧＣＧＡＴＧＡＴＣＴＴ；ＦＡＭ８３ＨＡＳ１：ＦＣＣＴＧＧＧ
ＴＴＣＡＡＧＣＧＡＴＴＣＴ，ＲＧＧＴＧＧＣＡＣＡＣＡＣＣＴＧＣＴＡＴ。
１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

根据说明书提取细胞中总蛋白，通过ＢＣＡ试剂盒
对蛋白进行定量后，取５０μｇ蛋白进行 ＳＤＳＰＡＧＥ凝
胶电泳，９０Ｖ电泳９０ｍｉｎ，１２０Ｖ电泳３０ｍｉｎ，再将蛋
白湿转到ＰＶＤＦ膜上（２０Ｖ湿转１ｈ）。ＰＶＤＦ膜用封

闭液室温摇床封闭３ｈ，与特异性一抗（Ｂｃｌ２、Ｂａｘ和
ＧＡＰＤＨ）在 ４℃下反应过夜，ＰＢＳＴ洗涤 ５次，再于
３７℃下与二抗反应ｌｈ，ＰＢＳＴ洗涤５次，滴加化学发光
剂进行蛋白曝光，使用ＩｍａｇｅＪ软件分析目的蛋白与内
参蛋白的灰度值，目的蛋白的相对表达量 ＝目的蛋白
灰度值／内参蛋白灰度值。
１．８　统计学分析

采用 ＳＰＳＳ１６．０统计学软件分析数据，计量数据
用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，至少取３次独立实验结
果。组间比较采用单因素方差分析，两两比较采用

ＬＳＤｔ检验，Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义；Ｐ＜０．０１
为差异具有极显著性统计学意义。

２　结果

２．１　ＦＡＭ８３ＨＡＳ１在胰腺癌组织、细胞和抗辐射
ＰＡＮＣ１细胞中的表达

　　ＦＡＭ８３ＨＡＳ１在胰腺癌组织中的表达高于癌旁组
织（Ｐ＜０．０１）；ＰＡＮＣ１细胞中ＦＡＭ８３ＨＡＳ１表达高于
ＨＰＤＥ细胞（Ｐ＜０．０１），见图１ａ、ｂ；与经０ＧｙＸ射线照
射的 ＰＡＮＣ１细胞相比，用 ２、４、６、８ＧｙＸ射线照射
ＰＡＮＣ１细胞后，ＦＡＭ８３ＨＡＳ１的表达水平随 Ｘ射线
照射剂量的增加而降低（Ｐ＜０．０５），见图 １ｃ。表明
ＦＡＭ８３ＨＡＳ１在胰腺癌组织和细胞中表达上调，而在
抗辐射胰腺癌ＰＡＮＣ１细胞中表达下调。

ａ～ｃ：ＲＴｑＰＣＲ检测ＦＡＭ８３ＨＡＳ１表达 　：与癌旁组织比较，Ｐ＜０．０１；＃＃：与ＨＰＤＥ细胞比较，Ｐ＜０．０１；△：与未用Ｘ射线照射
的细胞比较，Ｐ＜０．０５；△△：与未用Ｘ射线照射的细胞比较，Ｐ＜０．０１

图１　ＦＡＭ８３ＨＡＳ１在胰腺癌组织、细胞和抗辐射ＰＡＮＣ１细胞中的表达

２．２　上调 ＦＡＭ８３ＨＡＳ１抑制 ＰＡＮＣ１细胞的放射
敏感性

　　与 ｐｃＤＮＡ３．１（＋）组相比，ｐｃＤＮＡＦＡＭ８３ＨＡＳ１
组ＦＡＭ８３ＨＡＳ１表达、Ｂｃｌ２蛋白表达和细胞活力升
高（Ｐ＜０．０５），Ｂａｘ蛋白表达和细胞凋亡率降低
（Ｐ＜０．０１）；与 ｐｃＤＮＡ３．１（＋）组相比，ｐｃＤＮＡ３．１
（＋）＋８Ｇｙ组 ＦＡＭ８３ＨＡＳ１表达、Ｂｃｌ２蛋白表达和
细胞活力降低（Ｐ＜０．０５），Ｂａｘ蛋白表达和细胞凋亡

率升高（Ｐ＜０．０１）；与 ｐｃＤＮＡ３．１（＋）＋８Ｇｙ组相
比，ｐｃＤＮＡＦＡＭ８３ＨＡＳ１＋８Ｇｙ组的 ＦＡＭ８３ＨＡＳ１表
达、Ｂｃｌ２蛋白表达和细胞活力升高（Ｐ＜０．０１），Ｂａｘ蛋
白表达和细胞凋亡率降低（Ｐ＜０．０１），见图２。表明上
调 ＦＡＭ８３ＨＡＳ１能够抑制 ＰＡＮＣ１细胞的放射敏
感性。

２．３　ＦＡＭ８３ＨＡＳ１和ｍｉＲ４６８４５ｐ的关系
ｍｉＲｎａｄａ预测 ＦＡＭ８３ＨＡＳ１和 ｍｉＲ４６８４５ｐ之间
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有直接结合位点。与 ＦＡＭ８３ＨＡＳ１ＷＴ＋ｍｉｍｉｃｓＮＣ
组相比，ＦＡＭ８３ＨＡＳ１ＷＴ＋ｍｉＲ４６８４５ｐｍｉｍｉｃｓ组荧
光素酶活性降低（Ｐ＜０．０１）；与 ＦＡＭ８３ＨＡＳ１ＭＵＴ＋
ｍｉｍｉｃｓＮＣ组相比，ＦＡＭ８３ＨＡＳ１ＭＵＴ＋ｍｉＲ４６８４５ｐ
ｍｉｍｉｃｓ组荧光素酶活性无变化（Ｐ＞０．０５）。与 ｓｉＲＮＡ
ＮＣ组相比，ＦＡＭ８３ＨＡＳ１ｓｉＲＮＡ组ＦＡＭ８３ＨＡＳ１表达
降低（Ｐ＜０．０１）。与 ｓｉＲＮＡＮＣ组相比，ＦＡＭ８３ＨＡＳ１
ｓｉＲＮＡ组 ｍｉＲ４６８４５ｐ表达升高 （Ｐ＜０．０１）；与
ｐｃＤＮＡ３．１（＋）组相比，ｐｃＤＮＡＦＡＭ８３ＨＡＳ１组 ｍｉＲ
４６８４５ｐ表达降低（Ｐ＜０．０１），见图３。表明ＦＡＭ８３Ｈ
ＡＳ１和ｍｉＲ４６８４５ｐ存在靶向和负调控关系。
２．４　ｍｉＲ４６８４５ｐ在胰腺癌组织、细胞和抗辐射

ＰＡＮＣ１细胞中的表达
　　ｍｉＲ４６８４５ｐ在胰腺癌组织中的表达低于癌旁组
织（Ｐ＜０．０１），见图 ４ａ；ＰＡＮＣ１细胞中 ｍｉＲ４６８４５ｐ
表达低于 ＨＰＤＥ细胞（Ｐ＜０．０１），见图４ｂ；与经０Ｇｙ
Ｘ射线照射的ＰＡＮＣ１细胞相比，经不同剂量（２、４、６、
８Ｇｙ）Ｘ射线照射后的 ＰＡＮＣ１细胞中 ｍｉＲ４６８４５ｐ
的表达水平随 Ｘ射线照射剂量的增加而升高
（Ｐ＜０．０５），见图４ｃ。表明 ｍｉＲ４６８４５ｐ在胰腺癌组
织和细胞中表达下调，而在抗辐射胰腺癌 ＰＡＮＣ１细
胞中表达上调。

２．５　上调ｍｉＲ４６８４５ｐ增强ＰＡＮＣ１细胞的放射敏感性
与 ｍｉｍｉｃｓＮＣ组相比，ｍｉＲ４６８４５ｐｍｉｍｉｃｓ组

ｍｉＲ４６８４５ｐ表达、Ｂａｘ蛋白表达和细胞凋亡率升高

（Ｐ＜０．０５），细 胞 活 力 和 Ｂｃｌ２蛋 白 表 达 降 低
（Ｐ＜０．０５）；与 ｍｉｍｉｃｓＮＣ组相比，ｍｉｍｉｃｓＮＣ＋８Ｇｙ
组ｍｉＲ４６８４５ｐ表达、Ｂａｘ蛋白表达和细胞凋亡率升高
（Ｐ＜０．０１），细 胞 活 力 和 Ｂｃｌ２蛋 白 表 达 降 低
（Ｐ＜０．０１）；与ｍｉｍｉｃｓＮＣ＋８Ｇｙ组相比，ｍｉＲ４６８４５ｐ
ｍｉｍｉｃｓ＋８Ｇｙ组细胞内ｍｉＲ４６８４５ｐ表达、Ｂａｘ表达和
细胞凋亡率升高（Ｐ＜０．０１），细胞活力和Ｂｃｌ２蛋白表
达降低（Ｐ＜０．０５），见图５。表明上调 ｍｉＲ４６８４５ｐ能
够增强ＰＡＮＣ１细胞的放射敏感性。
２．６　ＦＡＭ８３ＨＡＳ１通过ｍｉＲ４６８４５ｐ调控ＰＡＮＣ１细

胞放射敏感性

　　ＰＡＮＣ１细胞经８ＧｙＸ射线垂直照射后，与ｓｉＲＮＡ
ＮＣ＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ组相比，ＦＡＭ８３ＨＡＳ１ｓｉＲＮＡ＋ｉｎｈｉｂｉ
ｔｏｒＮＣ组细胞活力和Ｂｃｌ２蛋白表达降低（Ｐ＜０．０１），
Ｂａｘ蛋白表达和细胞凋亡率升高（Ｐ＜０．０１）；与 ｓｉＲＮＡ
ＮＣ＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ组相比，ｓｉＲＮＡＮＣ＋ｍｉＲ４６８４５ｐ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组的细胞活力和Ｂｃｌ２蛋白表达升高（Ｐ＜０．０５），
Ｂａｘ蛋白表达和细胞凋亡率降低（Ｐ＜０．０１）；与ｓｉＲＮＡ
ＮＣ＋ｍｉＲ４６８４５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组相比，ＦＡＭ８３ＨＡＳ１ｓｉＲＮＡ＋
ｍｉＲ４６８４５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组的细胞活力和Ｂｃｌ２蛋白表达
降低（Ｐ＜０．０５），Ｂａｘ蛋白表达和细胞凋亡率升高
（Ｐ＜０．０１），见图６。表明下调ＦＡＭ８３ＨＡＳ１能够通过
ｍｉＲ４６８４５ｐ调控ＰＡＮＣ１细胞的放射敏感性。

ａ：ＲＴｑＰＣＲ检测ＦＡＭ８３ＨＡＳ１表达；ｂ：ＣＣＫ８法检测ＰＡＮＣ１细胞活力；ｃ、ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｂｃｌ２、Ｂａｘ蛋白表达水平；ｅ、ｆ：流式细
胞仪测定ＰＡＮＣ１细胞凋亡率　１：ｐｃＤＮＡ３．１（＋）组；２：ｐｃＤＮＡＦＡＭ８３ＨＡＳ１组；３：ｐｃＤＮＡ３．１（＋）＋８Ｇｙ组；４：ｐｃＤＮＡＦＡＭ８３Ｈ
ＡＳ１＋８Ｇｙ组；：与ｐｃＤＮＡ３．１（＋）组比较，Ｐ＜０．０５；：与ｐｃＤＮＡ３．１（＋）组比较，Ｐ＜０．０１；△：与ｐｃＤＮＡ３．１（＋）＋８Ｇｙ组
对比，Ｐ＜０．０５；△△：与ｐｃＤＮＡ３．１（＋）＋８Ｇｙ组对比，Ｐ＜０．０１

图２　上调ＦＡＭ８３ＨＡＳ１抑制ＰＡＮＣ１细胞的放射敏感性
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ａ：ｍｉＲｎａｄａ预测 ＦＡＭ８３ＨＡＳ１和 ｍｉＲ４６８４５ｐ之间的结合位点；ｂ：荧光素酶活性的测定；ｃ：ＲＴｑＰＣＲ检测 ＦＡＭ８３ＨＡＳ１表达；
ｄ：ＲＴｑＰＣＲ检测ｍｉＲ４６８４５ｐ表达　：与 ＦＡＭ８３ＨＡＳ１ＷＴ＋ｍｉｍｉｃｓＮＣ组比较，Ｐ＜０．０１；＃＃：与 ｓｉＲＮＡＮＣ组比较，Ｐ＜０．０１；
△△：与ｓｉＲＮＡＮＣ组比较，Ｐ＜０．０１；▲▲：与ｐｃＤＮＡ３．１（＋）组比较，Ｐ＜０．０１

图３　ＦＡＭ８３ＨＡＳ１和ｍｉＲ４６８４５ｐ的关系

ａ～ｃ：ＲＴｑＰＣＲ检测ｍｉＲ４６８４５ｐ表达　：与癌旁组织比较，Ｐ＜０．０１；＃＃：与ＨＰＤＥ细胞比较，Ｐ＜０．０１；△：与未经Ｘ射线照射的
细胞比较，Ｐ＜０．０５；△△：与未经Ｘ射线照射的细胞比较，Ｐ＜０．０１

图４　ｍｉＲ４６８４５ｐ在胰腺癌组织、细胞和抗辐射ＰＡＮＣ１细胞中的表达

ａ：ＲＴｑＰＣＲ检测ｍｉＲ４６８４５ｐ表达；ｂ：ＣＣＫ８法检测ＰＡＮＣ１细胞活力；ｃ～ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｂｃｌ２、Ｂａｘ蛋白表达水平；ｅ～ｆ：流式
细胞仪测定ＰＡＮＣ１细胞的凋亡率　１：ｍｉｍｉｃｓＮＣ组；２：ｍｉＲ４６８４５ｐｍｉｍｉｃｓ组；３：ｍｉｍｉｃｓＮＣ＋８Ｇｙ组；４：ｍｉＲ４６８４５ｐｍｉｍｉｃｓ＋８Ｇｙ
组；：与ｍｉｍｉｃｓＮＣ组比较，Ｐ＜０．０５；：与 ｍｉｍｉｃｓＮＣ组比较，Ｐ＜０．０１；△：与 ｍｉｍｉｃｓＮＣ＋８Ｇｙ组比较，Ｐ＜０．０５；△△：与
ｍｉｍｉｃｓＮＣ＋８Ｇｙ组比较，Ｐ＜０．０１

图５　上调ｍｉＲ４６８４５ｐ增强ＰＡＮＣ１细胞的放射敏感性
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ａ：ＣＣＫ８法检测ＰＡＮＣ１细胞活力；ｂ、ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｂｃｌ２、Ｂａｘ蛋白表达水平；ｄ、ｅ：流式细胞仪测定 ＰＡＮＣ１细胞凋亡率
１：ｓｉＲＮＡＮＣ＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ组；２：ＦＡＭ８３ＨＡＳ１ｓｉＲＮＡ＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ组；３：ｓｉＲＮＡＮＣ＋ｍｉＲ４６８４５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组；４：ＦＡＭ８３ＨＡＳ１
ｓｉＲＮＡ＋ｍｉＲ４６８４５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组；：与 ｓｉＲＮＡＮＣ＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ组比较，Ｐ＜０．０５；：与 ｓｉＲＮＡＮＣ＋ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ组比较，
Ｐ＜０．０１；△：与ｓｉＲＮＡＮＣ＋ｍｉＲ４６８４５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组比较，Ｐ＜０．０５；△△：与ｓｉＲＮＡＮＣ＋ｍｉＲ４６８４５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组比较，Ｐ＜０．０１

图６　ＦＡＭ８３ＨＡＳ１通过ｍｉＲ４６８４５ｐ调控ＰＡＮＣ１细胞的放射敏感性

３　讨论

胰腺癌是一种高度转移性和侵袭性的恶性肿瘤，

通常对放射治疗有耐药性［１３］。越来越多的证据表明，

ｌｎｃＲＮＡｓ的异常表达可能对肿瘤细胞的增殖和凋亡产
生重要影响［１４］。因此，探讨ｌｎｃＲＮＡｓ在胰腺癌发生和
辐射耐受中的作用机制，对明确其是否可以成为胰腺

癌治疗的潜在靶点至关重要。有研究发现，ＦＡＭ８３Ｈ
ＡＳ１在多种癌症中发挥着致癌基因的作用。如
ＦＡＭ８３ＨＡＳ１是不同癌症驱动基因的潜在调制剂，也
是 ＥＲ／ＰＲ＋乳腺癌患者的预后标志物［１５］。在肝细胞

癌中上调ＦＡＭ８３ＨＡＳ１可通过激活 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通
路促进细胞增殖和侵袭［１６］。另一项研究表明

ＦＡＭ８３ＨＡＳ１可通过激活Ｎｏｔｃｈ信号通路促进大肠癌
细胞增殖［１７］。上述研究明确了 ＦＡＭ８３ＨＡＳ１在癌症
进展中的重要作用，然而目前对于 ＦＡＭ８３ＨＡＳ１对胰
腺癌细胞增殖与凋亡的影响尚无文献报道，因此，本研

究对ＦＡＭ８３ＨＡＳ１在胰腺癌中的表达进行检测，结果
显示，ＦＡＭ８３ＨＡＳ１在胰腺癌组织和细胞系中高表达，
结合ＦＡＭ８３ＨＡＳ１在结直肠癌、乳腺癌等肿瘤中发挥
的作用，我们猜测 ＦＡＭ８３ＨＡＳ１在胰腺癌细胞中也可
能具有致癌作用，而上调 ＦＡＭ８３ＨＡＳ１后胰腺癌细胞
增殖得到促进、细胞凋亡得到抑制，进一步证实了我们

的推测。说明 ＦＡＭ８３ＨＡＳ１在胰腺癌的发展中也发

挥了明显的致癌基因作用，与 ＦＡＭ８３ＨＡＳ１在其他癌
症中发挥的作用一致。此外，本研究结果还表明，

ＦＡＭ８３ＨＡＳ１在抗辐射胰腺癌 ＰＡＮＣ１细胞中表达下
调，上调其表达能够抑制ＰＡＮＣ１细胞的放射敏感性。

近期研究表明，ｌｎｃＲＮＡｓ作为 ｍｉＲＮＡ海绵负调控
ｍｉＲＮＡ表达，进而调控肿瘤的发展［１８］。如 ＦＡＭ８３Ａ
ＡＳ１靶向ｍｉＲ１５０５ｐ和修饰 ＭＭＰ１４促进肺腺癌细胞
迁移和侵袭［１９］。另有研究发现，ＦＡＭ８３ＨＡＳ１可通过
调控ｍｉＲ１３６５ｐ促进三阴性乳腺癌进展［２０］。结合前

人的研究思路，本研究继续探讨了 ＦＡＭ８３ＨＡＳ１的下
游作用靶点，结果显示，ＦＡＭ８３ＨＡＳ１能够靶向 ｍｉＲ
４６８４５ｐ，荧光素酶活性检测证实了 ＦＡＭ８３ＨＡＳ１与
ｍｉＲ４６８４５ｐ的直接结合。有研究认为，在食管鳞癌
中，ＦＡＭ８３ＨＡＳ１与ｍｉＲ４６８４５ｐ具有靶向作用，并可
通过调控ｍｉＲ４６８４５ｐ／ＺＢＴＢ３８轴促进有氧糖酵解和
肿瘤进展［２１］，表明 ｍｉＲ４６８４５ｐ与肿瘤进展密切相
关。目前 ｍｉＲ４６８４５ｐ在胰腺癌细胞增殖、凋亡中的
作用及其机制尚未完全阐明，因此本研究还探讨了

ｍｉＲ４６８４５ｐ在胰腺癌细胞中的表达情况及其生物学
功能，结果显示，ｍｉＲ４６８４５ｐ在抗辐射胰腺癌 ＰＡＮＣ１
细胞中表达明显上调，上调 ｍｉＲ４６８４５ｐ表达能够增
强ＰＡＮＣ１细胞的放射敏感性；且下调 ＦＡＭ８３ＨＡＳ１
能够通过ｍｉＲ４６８４５ｐ调控 ＰＡＮＣ１细胞的放射敏感
性。以上结果表明，ＦＡＭ８３ＨＡＳ１的下调通过海绵样
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作用在转录后水平负调控 ｍｉＲ４６８４５ｐ的表达，抑制
胰腺癌细胞增殖，促进细胞凋亡，增强胰腺癌放射敏感

性。说明 ＦＡＭ８３ＨＡＳ１可以靶向 ｍｉＲ４６８４５ｐ调节胰
腺癌细胞的放射敏感性，这可能是胰腺癌耐辐射的潜

在靶点。

综上所述，ＦＡＭ８３ＨＡＳ１在胰腺癌组织和细胞系
中高表达，其表达下调可通过负调控 ｍｉＲ４６８４５ｐ抑
制癌细胞增殖，增强胰腺癌放射敏感性。因此，靶向

ＦＡＭ８３ＨＡＳ１／ｍｉＲ４６８４５ｐ轴可能是一种胰腺癌辐射
耐受的新的治疗方向。
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