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长链非编码RNA PCGEM1促进胰腺癌细胞

增殖和迁移
徐  岷1  倪  鑫1  葛  璐1  刘  鑫1  周海浪1  黄红梅1  蒋小猛1  
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(1江苏大学附属医院消化内科, 镇江 212001; 2江苏大学医学院基础医学系, 镇江 212013)

摘要      该文的目的为探讨长链非编码RNA PCGEM1(long non-coding RNA PCGEM1, lncRNA 
PCGEM1)对胰腺癌细胞增殖和迁移的影响。通过荧光定量PCR检测三种胰腺癌细胞以及人胰腺癌

组织和癌旁组织中PCGEM1的表达水平, 分别在BxPC3和PaTu8988细胞中转染pCDH-PCGEM1及
其空载质粒pCDH, 在SW1990细胞中转染siRNA和其对照siRNA, 分别上调或下调PCGEM1在不同

胰腺癌细胞中的表达; 细胞克隆形成、CCK-8实验检测细胞增殖能力; Transwell实验检测细胞迁移

能力; Western blot法检测MMP2、MMP9和E-钙黏着蛋白的蛋白表达以及荧光定量PCR检测MMP2
和MMP9水平。结果表明, PCGEM1差异性表达于三种胰腺癌细胞中, 其中SW1990表达水平相对

较高, BxPC3和PaTu8988表达水平相对较低。胰腺癌组织中PCGEM1水平高于癌旁组织。过表达

PCGEM1后, 细胞增殖和迁移能力增强, MMP2和MMP9的蛋白质水平增加, E-钙黏着蛋白的蛋白质

水平降低; 相反, 降低PCGEM1表达, 细胞增殖和迁移能力减弱, MMP2和MMP9的蛋白质水平降低, 
E-钙黏着蛋白的蛋白质水平升高。由此说明, lncRNA PCGEM1可促进胰腺癌细胞的增殖和迁移。
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Abstract       The aim of the present study was to investigate the effect of lncRNA PCGEM1 on prolifera-
tion and migration in pancreatic cancer cells in human pancreatic cancer cells. The expression level of PCGEM1 in 
SW1990, BxPC3 and PaTu8988 cell lines and in human pancreatic cancer tissues and their adjacent non-cancer tis-
sues were detected by qRT-PCR. The pCDH-PCGEM1 was transfected into either BxPC3 or PaTu8988 to increase 
the expression level of PCGEM1. Meanwhile, SW1990 transfected with siRNA to decrease the expression level 
of PCGEM1. Then, the abilities of the proliferation and migration were determined using clone formation assay, 
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CCK-8 assay and cell migration assay, respectively. Furthermore, the protein levels of MMP2, MMP9 and E-
cadherin were examined by Western blot and the expression levels of MMP2 and MMP9 were detected by qRT- 
PCR. The results showed there were significant differences of PCGEM1 expression level in three kinds of human 
pancreatic cancer cell lines. The expression level of PCGEM1 in SW1990 was relatively high, compared with 
which was in BxPC3 and PaTu8988. The level of PCGEM1 in pancreatic cancer tissues was higher than that in 
adjacent non-cancer tissues. Here, it was shown that knockdown of PCGEM1 suppressed proliferation in vitro. 
In contrast, the overexpression of PCGEM1 stimulated these processes. The expression level of PCGEM1 was 
positively correlated with the migration ability of human pancreatic cancer cells. In addition, after up regulation of 
PCGEM1, the expression of MMP2 and MMP9 increased while the expression of E-cadherin decreased. Con-
versely, the expression of MMP2 and MMP9 decreased and E-cadherin decreased after down regulation of PC-
GEM1. Taken together, lncRNA PCGEM1 promotes the proliferation and migration of human pancreatic cancer 
cells.
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胰腺癌是恶性程度最高的胃肠道肿瘤之一, 
早期诊断困难, 死亡率高, 预后差[1]。长链非编码

RNA(long non-coding RNA, lncRNA)是长度在200~ 
100 000 nt之间不编码蛋白的RNA分子, 在多个层面

调控基因的表达, 参与胚胎发育、细胞生长、分化、

代谢等多种生理过程[2]。

最近的研究发现, lncRNA在胰腺癌中有异常上

调或下调的表现, 可促进或者抑制肿瘤的发生和发

展, 其作用类似于癌基因或是抑癌基因。如在胰腺

癌中, lncRNA HOTAIR的表达明显升高, 能特异性

地沉默干扰素和细胞周期因子, 最终促进癌细胞侵

袭[3]。PCGEM1是一种在前列腺癌中特异性高表达

的lncRNA, 由Srikantan等[4]在前列腺癌LNCaP细胞

中首次发现和报道, 可促进前列腺癌细胞的增殖和

迁移, 但PCGEM1在胰腺癌中的作用至今尚未有报

道。本研究以人胰腺癌细胞为主要研究对象, 通过

转染取得PCGEM1相对高表达与相对低表达的人胰

腺癌细胞, 研究PCGEM1在胰腺癌增殖和迁移过程

中的作用, 为寻找临床胰腺癌的治疗靶点提供依据。

1   材料与方法
1.1   主要材料和试剂

人胰腺癌细胞系SW1990、BxPC3、PaTu8988
由本实验室冻存。14例胰腺癌组织和对应癌旁组织

样本由上海长海医院提供。PCGEM1表达质粒和相

应的空白载体pCDH由美国密西西比大学医学中心

Mo Yin-Yuan教授惠赠。材料和试剂主要有: DMEM
培养基(高糖)(Hyclone公司)、胎牛血清(Gibco公司)、

LipofectamineTM 2000(Invitrogen公司 )、siRNA和

negtive control(上海吉玛制药技术有限公司)、Tran-
swell小室(BD公司)和CCK-8试剂盒(康为世纪生物

公司)。兔抗人MMP2、MMP9单克隆抗体、鼠抗人

β-actin单克隆抗体、羊抗鼠二抗、羊抗兔二抗均购

自Affinity公司。

1.2   荧光定量PCR
按照Trizol试剂说明书提取各组细胞的总RNA, 

按照逆转录试剂盒说明书合成cDNA, 进行荧光定量

PCR。PCGEM1的上游引物序列: 5′-AAG ACC AGT 
CTC GCC AAC AT-3′, 下游引物序列: 5′-GTG GCT 
CGA CGA CAT CGG TTA AT-3′; MMP2的上游引物

序列: 5′-TGA TCT TGA CCA GAA TAC CAT CGA-
3′, 下游引物序列: 5′-GGC TTG CGA GGG AAG 
AAG TT-3′; MMP9的上游引物序列: 5′-CCT GGA 
GAC CTG AGA ACC AAT C-3′, 下游引物序列: 5′-
GGC TTG CGA GGG AAG AAG TT-3′; 内参照物

U6的上游引物序列: 5′-CTC GCT TCG GCA GCA 
CA-3′, 下游引物序列: 5′-CCA CCC GAG TGT AAC 
CAT AGC-3′。反应条件为: 95 °C预变性30 s, 95 °C 
5 s, 60 °C退火20 s, 72 °C延伸1 min, 40个循环。PC-
GEM1引物及内参引物U6由广州锐博生物公司设计

合成, MMP2和MMP9引物由生工生物工程(上海)股
份有限公司设计合成。所有数据均采用2–ΔΔCt法进行

相对定量分析。实验重复3次。

1.3   细胞转染

1.3.1   质粒转染      取对数生长期的BxPC3和
PaTu8988细胞接种于6孔板, 分为对照组和实验组, 
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每孔约5×105细胞, 当细胞达到70%~90%时进行转

染。将LipofectamineTM 2000与质粒按12.5׃(μg׃μL)比
例转染。转染72 h后, 观察转染率及细胞形态, 并收

集细胞备用。

1.3.2   siRNA转染      取对数生长期的SW1990细胞

接种于6孔板, 分为对照组和实验组, 每孔约5×105

细胞, 当细胞达到50%~70%时进行转染。将Lipo-
fectamineTM 2000与质粒按12.5׃(μL׃μg)比例转染。

转染72 h后观察转染率及细胞形态, 并收集细胞备用。

1.4   克隆形成实验

取转染48 h后的实验组及对照组细胞, 接种于

6孔板(1×103/孔), 每组设3个重复孔, 当6孔板上出现

肉眼可见的克隆时终止培养。PBS清洗后, 以4%多

聚甲醛溶液固定细胞, 结晶紫染色。计数细胞, 取平

均值。实验重复3次。

1.5   Transwell实验

取转染48 h后的实验组及对照组细胞用无血清 
DMEM培养液重悬细胞, 调整细胞密度为4×105/mL。
取100 μL细胞悬液加入上室中, 下室加入含10%胎牛

血清的完全培养液, 每组设3个重复孔。细胞继续培

养48 h后, 取出小室, 用医用棉签擦除小室内部未迁

移的细胞, PBS洗涤3次, 以4%多聚甲醛溶液固定细

胞, 结晶紫染色。在光学显微镜下随机选取8个高倍

视野(200×)计数细胞, 取平均值。实验重复3次。

1.6   CCK-8实验检测细胞增殖能力

取转染48 h后的实验组及对照组细胞, 以2 000/孔
接种于96孔板中, 设立5个复孔, 分别于1、2、3、4、
5 d加入10 μL CCK-8溶液, 继续孵育2 h, 在酶联免疫检

测仪490 nm处测量各孔的吸光度(D)值。实验重复3
次取平均值, 以时间为横坐标、相对增殖率为纵坐标

绘制生长曲线图。

1.7   Western blot检测MMP2和MMP9蛋白质水平

转染48~72 h后终止培养细胞, 提取细胞总蛋白

质, BCA法定量, 各取等量样品经10%聚丙烯酰胺凝

胶电泳分离后电转移至PVDF膜上, 5%脱脂奶粉室温

摇床上封闭2 h, 加一抗(MMP2、MMP9抗体1000 1׃稀
释, β-actin抗体1000 10׃稀释)于4 °C孵育过夜, 加二抗

于37 °C温箱孵育1 h, ECL化学发光显色, 凝胶成像系

统分析处理, 取各目的蛋白质与内参照吸光度的比值

作为目的蛋白质的相对表达量。实验重复3次。

1.8   统计学处理

采用SPSS 14.0软件进行统计学分析, 实验数据

均采用均数标准差(x
_
±s)表示。两样本均数比较采用

t检验, P<0.05表示差异有统计学意义。

2   结果
2.1   不同胰腺癌细胞及癌组织和癌旁组织中

PCGEM1的表达

选择BxPC3、SW1990和PaTu8988三种胰腺癌细

胞。qRT-PCR测定不同细胞中PCGEM1及其内参照物

的相对表达量。结果显示, 三种胰腺癌细胞PCGEM1
呈现差异性表达, 其中, SW1990的PCGEM1表达水平

最高, 而BxPC3和PaTu8988表达相对较低(图1)。 
qRT-PCR检测14例胰腺癌组织和对应癌旁组织

中PCGEM1的表达, 其中, 71.43%(10/14)的胰腺癌组

织中PCGEM1水平高于癌旁组织(图2)。
2.2   上调或下调PCGEM1的表达

2.2.1   质粒转染      荧光定量PCR结果显示, 转染

PCGEM1后, 实验组BxPC3与PaTu8988的PCGEM1
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图1   荧光定量PCR检测三种人胰腺癌细胞中PCGEM1表达

Fig.1  Detection of the expression of PCGEM1 in three 
human pancreatic cancer cells by qRT-PCR

图2   荧光定量PCR检测人胰腺癌和癌旁组织中PCGEM1表达

Fig.2   Detection of the expression of PCGEM1 in human 
pancreatic cancer tissues and adjacent tissues by qRT-PCR
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相对表达量明显高于对照组, 差异具有统计学意义

(P<0.001)(图3)。

2.2.2   siRNA转染      对SW1990转染阴性对照siRNA
以及PCGEM1 siRNA1、PCGEM1 siRNA2和PCGEM1 
siRNA3。转染四组siRNA后, PCGEM1 siRNA3的差

异具有统计学意义(P<0.01)。 因此, 本研究选用PC-

***P<0.001.
图3   荧光定量PCR检测胰腺癌细胞转染效率

Fig.3  Detection of pancreatic cancer cell transfection 
efficiency by qRT-PCR
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图4  荧光定量PCR检测胰腺癌细胞转染效率

Fig.4  Detection of pancreatic cancer cell transfection 
efficiency by qRT-PCR

A: 克隆形成实验和CCK-8实验检测过表达PCGEM1对BxPC3细胞增殖的影响, ***P<0.001, *P<0.05; B: 克隆形成实验和CCK-8实验检测过表

达PCGEM1对PaTu8988细胞增殖的影响, ***P<0.001, *P<0.05; C: 克隆形成实验和CCK-8实验检测下调PCGEM1表达对SW1990细胞增殖的影

响, ***P<0.001, *P<0.05。
A: the effects of PCGEM1 overexpression on cell proliferation in BxPC3 cells detected by clone formation assay and CCK-8 assay, ***P<0.001, 
*P<0.05; B: the effects of PRMT5 overexpression on cell proliferation in PaTu8988 cells detected by clone formation assay and CCK-8 assay, 
***P<0.001, *P<0.05; C: the effects of PCGEM1 downregulation on cell proliferation in SW1990 cells detected by clone formation assay and CCK-8 
assay, ***P<0.001, *P<0.05.       

图5  PCGEM1对胰腺癌细胞增殖能力的影响

Fig.5   Effect of PCGEM1 on the proliferation of transfected pancreatic cancer cells
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GEM1 siRNA3进行后续实验(图4)。
2.3   上调或下调PCGEM1对胰腺癌细胞增殖的影

响

克隆形成实验结果显示, 上调PCGEM1后实

验组形成的集落数多于对照组, 差异具有统计学意

义(P<0.001); 下调PCGEM1后, control组形成的集

落数明显少于siPCGEM1组, 差异具有统计学意义

(P<0.001, 图5); CCK-8实验结果显示, 与对照组相

比, 上调PCGEM1后实验组的细胞增殖能力变强, 并
随时间延长增殖能力增强更加明显, 下调后结果相

反(P<0.05, 图5)。以上结果说明, 上调PCGEM1可以

促进胰腺癌细胞的增殖, 而下调则抑制了其生长。
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图7  通过Western blot和荧光定量PCR检测PCGEM1对胰腺癌细胞MMP2、MMP9和E-钙黏着蛋白的影响

Fig.7  Effect of PCGEM1 on the protein levels of MMP2, MMP9 and E-cadherin in transfected pancreatic cancer cells 
measured by Western blot and qRT-PCR

A: Transwell实验检测过表达PCGEM1对BxPC3细胞和PaTu8988细胞迁移的影响, ***P<0.001; B: Transwell实验检测下调PCGEM1表达对

SW1990细胞增殖的影响, ***P<0.001。
A: the effects of PCGEM1 overexpression on cell migration in BxPC3 cells and in PaTu8988 cells detected by Transwell assay, ***P<0.001; B: the 
effects of PCGEM1 downregulation on cell migration in SW1990 cells detected by Transwell assay, ***P<0.001.   

图6  PCGEM1对胰腺癌细胞迁移能力的影响

Fig.6  Effect of PCGEM1 on the migration of transfected pancreatic cancer cells
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2.4   Transwell迁移实验检测细胞迁移能力

如图6A所示, 上调PCGEM1增加了BxPC3和
PaTu8988细胞的迁移能力, 迁移细胞数多于对照

组, 差异具有统计学意义(P<0.001); 下调PCGEM1
抑制了SW1990细胞迁移能力, 对照组较siPCGEM1
组的迁移细胞数显著增多, 差异具有统计学意义

(P<0.001)(图6B)。
2.5   PCGEM1对胰腺癌细胞的MMP2、MMP9和
E-钙黏着蛋白蛋白水平的影响

如图7所示, 上调BxPC3和PaTu8988细胞PCGEM1
水平, MMP2和MMP9的表达量分别高于对照组而E-
钙黏着蛋白的表达量分别低于对照组; 降低SW1990
细胞PCGEM1表达, siPCGEM1组中MMP2和MMP9
的表达量明显低于对照组, E-钙黏着蛋白的表达量

明显高于对照组。 

3   讨论
胰腺癌是最常见的消化系统肿瘤之一, 恶性

程度极高[5]。胰腺癌的发病机制一直是近些年的

研究热点, 越来越多的证据表明, lncRNA的表达异

常可能引起多种疾病和功能障碍, 尤其是肿瘤[6-7]。

PCGEM1是前列腺癌的特异性lncRNA, 在前列腺癌

LNCaP细胞和小鼠成纤维NIH3T3细胞中高表达, 位
于染色体2q32位点, 但不编码蛋白质, 能促进前列

腺癌细胞的增殖、迁移、侵袭, 抑制肿瘤细胞的凋

亡, 可作为评价前列腺癌风险极其预后的可靠指标, 
是前列腺癌基因治疗潜在的药物治疗靶点[8-9]。但

PCGEM1在胰腺癌中的表达情况及作用尚不清楚。

Petrovics等[8]发现, PCGEM1在前列腺癌LNCaP 
细胞和小鼠胚胎成纤维NIH3T3细胞中高表达, 并
可促进细胞增殖和增加克隆形成, 其过度表达导致

前列腺癌细胞的增殖, 且该指标在高风险的前列腺

癌患者中持续高表达, 说明PCGEM1具有调控细胞

生长的生物学功能。为了研究PCGEM1在人胰腺

癌细胞中的作用, 本研究上调了BxPC3和PaTu8988
细胞中PCGEM1的表达, 降低了SW1990细胞中PC-
GEM1的表达, 分别检测了PCGEM1表达增高和降

低对胰腺癌细胞增殖与迁移的影响。结果发现, 上
调PCGEM1的表达促进胰腺癌细胞的增殖与迁移, 而
下调PCGEM1的表达抑制了胰腺癌细胞的增殖与迁

移。为进一步证明PCGEM1增强了胰腺癌细胞的迁

移能力, 通过Western blot实验检测了转染后的胰腺癌

细胞中E-钙黏着蛋白的含量。E-钙黏着蛋白是钙依

赖性黏附分子家族中最重要的成员, 在癌组织中, E-
钙黏着蛋白黏附系统通过不同的途径受到干扰和破

坏, 而这一功能的受损往往导致癌细胞的迁移[10]。本

实验结果显示, 上调PCGEM1后, E-钙黏着蛋白水平

降低; 而降低PCGEM1后, E-钙黏着蛋白水平增多。

这一结果进一步验证了PCGEM1可促进胰腺癌细

胞的迁移。同时, 通过Western blot和荧光定量PCR
实验检测了转染后的胰腺癌细胞中MMP2与MMP9
的含量。Lin等[11]证明, MMP2和MMP9在胰腺癌转

移中发挥重要作用, 上调MMP2和MMP9促进了胰

腺癌的转移。本实验结果显示, 上调PCGEM1后, 
MMP2和MMP9水平增高; 干扰PCGEM1后, MMP2
和MMP9水平降低。以上研究提示我们, 在胰腺癌

的迁移与增殖过程中, PCGEM1可能扮演着重要的

角色。

Fu等[12]的研究结果表明, 在雄激素依赖性前列

腺癌细胞中PCGEM1的表达能够抑制抗肿瘤药物多

柔比星所诱导的前列腺癌细胞中p53以及p21Waf1/Cip1

的表达, 进而抑制肿瘤细胞的凋亡。由此, 研究者认

为, PCGEM1可能是未来前列腺癌诊断中较PSA更

好的一种潜在肿瘤标志物, 可作为评价前列腺癌风

险及其预后的可靠指标, 可将其作为前列腺癌基因

治疗潜在的药物治疗靶点。本研究通过Transwell、
克隆形成、CCK-8实验和Western blot等实验证明了

PCGEM1可增强胰腺癌细胞的增殖和迁移功能, 提
示PCGEM1有可能成为胰腺癌的潜在治疗靶点。

综上所述, 本研究发现, PCGEM1可提高胰腺

癌细胞的增殖和迁移能力, 为下一步深入研究PC-
GEM1在胰腺癌发生、发展中的作用机制提供了重

要途径, 为胰腺癌治疗提供了新的潜在分子靶点。
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