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摘要 ： 目的　探讨microRNA-105-5p（miR-105-5p）/PPM1A对胰腺癌PANC-1细胞增殖、迁移、侵袭

及上皮细胞向间质转化（EMT）进程的影响及其潜在作用机制。方法　实时荧光定量聚合酶链反应（qRT-PCR）

检测miR-105-5p在人胰腺导管上皮细胞hTRET-HPNE和胰腺癌细胞PANC-1、AsPC-1、Bxpc-3中的表达。

利用Kaplan-Meier Plotter在线工具探讨miR-105-5p与胰腺癌患者预后的关系。在PANC-1细胞中分别转染

mimic NC、miR-105-5p mimic、inhibitor NC、miR-105-5p inhibitor。CCK-8 法、划痕实验、Transwell 实验

分别检测各组细胞的增殖、迁移及侵袭能力；qRT-PCR检测miR-105-5p对E-cadherin、N-cadherin、Vimentin、

ZEB1表达的影响。生物信息学方法预测miR-105-5p的候选靶基因，并对候选靶基因进行GO和KEGG富集分

析。双萤光素酶实验检测 miR-105-5p 与 PPM1A 的靶向关系。qRT-PCR 检测在 PANC-1 细胞中分别转染

mimic NC、miR-105-5p mimic、inhibitor NC、miR-105-5p inhibitor 后 PPM1A 的表达。免疫荧光实验检测

PPM1A 在人胰腺导管上皮细胞 hTRET-HPNE 和胰腺癌细胞 PANC-1、AsPC-1、Bxpc-3 中的表达。在

PANC-1 细胞中分别转染 mimic NC+ pcDNA3.1、mimic NC+ pcDNA3.1-PPM1A、miR-105-5p mimic + 

pcDNA3.1-PPM1A后，通过挽救实验进一步研究miR-105-5p inhibitor 与 PPM1A 在胰腺癌细胞中的相互作用关

系。结果　胰腺癌细胞 PANC-1、AsPC-1、Bxpc-3 中 miR-105-5p mRNA 相对表达量高于 hTRET-HPNE

细胞中 miR-105-5p mRNA相对表达量（P <0.05），以PANC-1细胞中的相对表达量最高。miR-105-5p高表

达与胰腺癌患者的不良预后有关（P <0.05）。miR-105-5p mimic 组细胞增殖、迁移及侵袭能力均高于 mimic 

NC 组（P <0.05）。与 mimic NC 比较，miR-105-5p mimic 下调 E-cadherin mRNA 表达，上调 N-cadherin、

Vimentin、ZEB1 mRNA 表达（P <0.05）。转染miR-105-5p inhibitor后得到相反的结果。双萤光素酶实验证实

miR-105-5p与PPM1A存在靶向关系。免疫荧光实验显示在胰腺癌细胞PANC-1、AsPC-1、Bxpc-3中PPM1A的

荧光强度低于人胰腺导管上皮细胞hTRET-HPNE（P <0.05）。挽救实验表明miR-105-5p可部分挽救PPM1A对

PANC-1细胞增殖、迁移和侵袭的抑制作用（P <0.05）。结论　miR-105-5p靶向PPM1A促进胰腺癌PANC-1细

胞的增殖、迁移及侵袭。
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Abstract:  Objective To investigate the effect of microRNA-105-5p (miR-105-5p) on the proliferation, 

migration, invasion, and epithelial-mesenchymal transition (EMT) process of pancreatic cancer PANC-1 cells, 

focusing on the potential mechanism involving PPM1A.  Methods The expression levels of miR-105-5p in human 

pancreatic duct epithelial cells (hTRET-HPNE) and pancreatic cancer cells (PANC-1, AsPC-1, Bxpc-3) were 

detected by real-time fluorescence quantitative PCR (qRT-PCR). The relationship between miR-105-5p expression 

and pancreatic cancer patient prognosis was analyzed using the Kaplan-Meier Plotter online tool. PANC-1 cells were 

transfected with mimic NC, miR-105-5p mimic, inhibitor NC, and miR-105-5p inhibitor, respectively. Cell 

proliferation, migration, and invasion were assessed using CCK-8, scratch wound healing, and Transwell assays. The 

effects of miR-105-5p on the expression of E-cadherin, N-cadherin, Vimentin, and ZEB1 were evaluated by qRT-

PCR. Bioinformatics analysis predicted candidate target genes of miR-105-5p, followed by GO and KEGG 

enrichment analysis. Dual-luciferase reporter assays verified the targeting relationship between miR-105-5p and 

PPM1A. The expression of PPM1A in PANC-1 cells was detected after transfection with mimic NC, miR-105-5p 

mimic, inhibitor NC, and miR-105-5p inhibitor. Immunofluorescence experiments were conducted to measure 

PPM1A expression in hTRET-HPNE and pancreatic cancer cells. Finally, rescue experiments were performed by 

transfecting PANC-1 cells with mimic NC + pcDNA3.1, mimic NC + pcDNA3.1-PPM1A, miR-105-5p mimic + 

pcDNA3.1-PPM1A to explore the interaction between miR-105-5p and PPM1A in pancreatic cancer cells.  Results 

The relative expression levels of miR-105-5p mRNA were higher in PANC-1, AsPC-1, and Bxpc-3 cells compared to 

hTRET-HPNE cells (P < 0.05), with the highest levels in PANC-1 cells. High expression of miR-105-5p was 

associated with poor prognosis in pancreatic cancer patients (P < 0.05). PANC-1 cells transfected with miR-105-5p 

mimic showed increased proliferation, migration, and invasion compared to the mimic NC group (P < 0.05). MiR-

105-5p mimic decreased E-cadherin mRNA expression and increased N-cadherin, Vimentin, and ZEB1 mRNA 

expression (P < 0.05), while miR-105-5p inhibitor produced the opposite effects. Dual-luciferase reporter assays 

confirmed the targeting relationship between miR-105-5p and PPM1A. Immunofluorescence experiments 

demonstrated lower PPM1A fluorescence intensity in PANC-1, AsPC-1, and Bxpc-3 cells compared to hTRET-

HPNE cells (P < 0.05). Rescue experiments indicated that miR-105-5p could partially reverse the inhibitory effects 

of PPM1A on the proliferation, migration, and invasion of PANC-1 cells (P < 0.05).  Conclusion miR-105-5p  

targets PPM1A to promote the proliferation, migration, and invasion of pancreatic cancer PANC-1 cells.

Keywords:  pancreatic cancer; microRNA-105-5p; PANC-1 cells; protein phosphatase magnesium-dependent 

1A; migration; invasion

胰腺癌（pancreatic cancer, PC）是一类高度恶性

的消化系统肿瘤，5 年生存率< 10%，且近年来发病

率呈上升趋势[1]。作为难发现、易转移、预后较差

的恶性肿瘤[2]，及早地诊断胰腺癌可能为患者的治

疗 带 来 极 大 的 帮 助 ，可 提 高 患 者 的 生 存 质 量 并 延

长生存期。目前，有关胰腺癌的发生、发展具体机

制尚不明确[3]，因此，笔者对胰腺癌发生、发展的分

子 机 制 进 行 探 究 ，为 胰 腺 癌 的 诊 断 和 治 疗 提 供 新

的研究思路。

LEE 等[4] 于 1993 年 首 次 描 述 micorRNA

（miRNA）是小的非编码 RNA（约 22 个核苷酸），其

在 引 导 代 谢 稳 态 的 转 录 调 控 机 制 中 具 有 调 节 作

用，且能够在很多种疾病的发生、发展中起关键调

控 因 子 作 用 ，包 括 癌 症[5]。 miRNA 与 靶 mRNA 的

3'UTR 结合，导致 mRNA 降解和翻译抑制[6]。miRNA

与 其 靶 基 因 的 相 互 作 用 是 复 杂 的 ，取 决 于 多 种 因
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素，如 miRNA 的亚细胞位置、丰度及 miRNA-mRNA

相 互 作 用 的 亲 和 力 等[7]。 实 验 研 究 证 明 ，大 量

miRNA 在 胰 腺 癌 中 呈 升 高 或 降 低 的 异 常 表 达[8]。

因 此 ，从 分 子 肿 瘤 学 角 度 研 究 异 常 表 达 的 miRNA

与胰腺癌之间的密切关联具有重要意义。相关研

究 表 明 ，高 表 达 的 microRNA-105-5p（miR-105-5p）

与 胃 癌[9]、直 肠 癌[10]、三 阴 性 乳 腺 癌[11] 等 多 种 癌 症

相关。但目前关于 miR-105-5p 在胰腺癌中的表达

水平及其生物学作用仍有待深入研究。笔者通过

预测网站发现 miR-105-5p 与镁依赖性蛋白磷酸酶

1A （protein phosphatase magnesium-dependent 1A, 

PPM1A）存 在 结 合 位 点 。 PPM1A 作 为 一 种 常 见 的

蛋白磷酸酶，是丝氨酸/苏氨酸蛋白磷酸酶 PP2C 家

族中最具特征性的一员[12]。PPM1A 底物在体内非

常广泛，可与多种蛋白结合使其去磷酸化，并广泛

调控如细胞生长、细胞应激、免疫反应、肿瘤形成

等众多生命活动[13]。本研究旨在检测 miR-105-5p/

PPM1A 在胰腺癌细胞中的表达水平及其对胰腺癌

PANC-1 细 胞 增 殖 、迁 移 、侵 袭 及 上 皮 细 胞 向 间 质

转 化（epithelial mesenchymal transition, EMT）进 程 的

影响和机制。

1 材料与方法

1.1　细胞系和试剂

人正常胰腺上皮细胞（hTRET-HPNE）与胰腺癌

细 胞 系（PANC-1、AsPC-1、BxPC-3）、人 胚 肾 细 胞

（HEK293T）均购自上海富衡生物技术有限公司，胎

牛血清购自以色列 BI 公司，青链霉素混合液、胰酶、

DMEM 细胞培养基均购自美国 GIBCO 公司，RPMI-

1640 细胞培养基购自北京中生奥邦生物科技公司，

Lipofectamine 2000 试 剂 、TRIzol 试 剂 购 自 美 国

Invitrogen 公 司 ，2×M5 Hiper SYBR Premix EsTaq

（qPCR 试 剂 盒）购 自 北 京 聚 合 美 生 物 技 术 公 司 ，

miRNAs 第一链 cDNA 合成（加尾法）试剂盒购自上

海生工生物工程有限公司，CCK-8 试剂盒购自上海

碧云天生物技术有限公司，Transwell 小室购自广州

Biofil 公 司 ，miR-105-5p mimic、mimic NC、miR-105-

5p inhibitor 和 inhibitor NC、pcDNA3.1，pcDNA3.1-

PPM1A 及 PPM1A-3'-UTR-wt 和 PPM1A-3'-UTR-mut

报告载体均由安徽通用生物公司设计并合成，双萤

光素酶报告基因检测试剂盒购自上海碧云天生物

技术有限公司。

1.2　细胞分组及转染

人 胰 腺 导 管 上 皮 细 胞 hTRET-HPNE 与 胰 腺 癌

细胞系 PANC-1 分别培养于含 10% 胎牛血清 RPMI 

1640 或 DMEM 高糖培养基中，培养条件为 37 ℃、5%

二氧化碳。实验分组：①hTRET-HPNE 组、PANC-1

组、AsPC-1 组、BxPC-3 组；②mimic NC 组、miR-105-

5p mimic 组、inhibitor NC 组、miR-105-5p inhibitor 组；

③ PPM1A-3'-UTR-wt + mimic NC、PPM1A-3'-UTR-

wt + miR-105-5p mimic、PPM1A-3'UTR-mut+mimic 

NC 、PPM1A-3'-UTR-mut + miR-105-5p mimic 组 ；

④ mimic NC+pcDNA3.1、mimic NC + pcDNA3.1-

PPM1A、miR-105-5p mimic + pcDNA3.1-PPM1A 组 。

细胞转染：将生长状态良好的细胞按照每孔约 1×

106 个 铺 在 6 孔 板 中 ，根 据 分 组 分 别 转 染 ，A 液 为

247 μL 无 血 清 培 养 基 + 3 μL Lipofectamine 2000 试

剂 ；B 液为 245 μL 无血清培养基+ 5 μL 转染物；两

者静置 5 min 后混合，再次静置 15 min，随后将 AB 混

合液转圈滴加至孔内，放入温箱，4～6 h 换液。

1.3　实验方法

1.3.1 　 实时荧光定量聚合酶链反应（quantitative real-

time polymerase chain reaction， qRT-PCR）检测基因

表达 　使用 TRIzol 试剂提取总 RNA，根据逆转录试

剂盒的说明书获得 cDNA。qRT-PCR 检测基因相对

表达量，以 GAPDH 和 U6 为内参。GAPDH 正向引物：

5'-CAGGAGGCATTGCTGATGAT-3'，反向引物：5'-GA

AGGCCTGGGGCTCATTT-3'，引 物 长 度 均 为 20 bp。

U6 正 向 引 物 ：5'-CTCGCTTCGGCAGCACATA-3'，引

物长度为 20 bp；miR-105-5p 正向引物：5'-TCAAATG

CTCAGACTCCTGTGGT-3'，引 物 长 度 为 23 bp[U6 和

miR-105-5p 的反向引物均由配套生工 miRNAs 第一

链 cDNA 合 成 试 剂 盒（加 尾 法）（B532451）提 供]。

PPM1A 正向引物：5'-GCAGTGAAGAAGGAGGCAGAG

TTG-3'，反向引物：5'-CTGGTGGGAGGCTGGGGATG-

3'，引物长度分别为 24 bp 和 20 bp。E-cadherin 正向

引物：5'-AGTCACTGACACCAACGATAAT-3'，反向引

物 ：5'-ATCGTTGTTCACTGGATTTGTG-3'，引 物 长 度

均为 22 bp。N-cadherin 正向引物：5'-CGATAAGGAT

CAACCCCATACA-3'，反向引物：5'-TTCAAAGTCGAT

TGGTTTGACC-3'，引 物 长 度 均 为 22 bp；Vimentin 正

向引物：5'-TCGTGAATACCAAGACCTGCTCAATG-3'，
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反 向 引 物 ：5'-AATCCTGCTCTCCTCGCCTTCC-3'，引

物长度分别为 26 bp 和 22 bp。ZEB1 正向引物：5'-

CAGGCAAAGTAAATATCCCTGC-3'，反向引物：5'-

GGTAAAACTGGGGAGTTAGTCA-3'，引 物 长 度 均 为

22 bp。 qRT-PCR 扩 增 反 应 采 用 2×M5 HiPer SYBR 

Ex Taq 试剂盒。反应条件：95 ℃预变性 30 s；95 ℃

变性 5 s，60 ℃退火 34 s，72 ℃延伸 30 s，循环 40 次。

按照 2-ΔΔCt 计算目的基因相对表达量。

1.3.2 　 miR-105-5p 在胰腺癌患者中的预后分析 　

利用 Kaplan-Meier Plotter（https://kmplot.com/analysis/）

在线分析工具探讨 miR-105-5p 与胰腺癌患者总生

存期的关系。

1.3.3 　 CCK-8 法检测 PANC-1 细胞增殖 　将各组

细胞按 4×103 个/孔的密度接种至 96 孔板中，置于

37 ℃、5% 二氧化碳细胞培养箱中培养，接种后分别

在 24、48、72 和 96 h 加入 10 μL CCK-8 试剂和 100 μL

无双抗培养基的混合液，继续孵育 2 h 后用酶标仪

检测 450 nm 波长处的吸光度值。

1.3.4 　 划痕实验检测 PANC-1 细胞迁移 　将 各 组

细胞按 2×105 个/孔的密度接种至 6 孔板中，温箱培

养 24 h，待 细 胞 汇 合 度 达 60%～80% 时 进 行 转 染 。

转染后用 200 μL 的无酶枪头垂直于孔内划线，划

线后用生理盐水清洗 2 次，加入 2 mL 含 2% FBS 的

低血清培养基，分别在 0、24 和 48 h 用光学显微镜

拍照，并用 Image J 软件测量划痕面积并分析。

1.3.5 　 Transwell 实验检测 PANC-1 细胞的迁移和侵

袭 　将 Matrigel 基质胶与无血清培养基按 1∶50 稀释

（浓度约为 200 μg/mL），并向每个小室的上室垂直

加入 100 μL 凝胶，置于 37 ℃孵箱，至少孵育 30 min，

等待基质胶凝固后进行侵袭实验，将转染 24 h 后的

细胞消化，计数，在 Transwell 小室下室中加入 800 μL

含 20% 胎牛血清的 RPMI 1640 培养基。在不含基质

胶的 Transwell 小室的上室接种 2×104 个细胞以进行

迁移实验，培养 24 h；在含基质胶的 Transwell 小室的

上室接种 5×104 个细胞进行侵袭实验，培养 48 h。

培养后擦去小室膜上方的细胞，甲醇固定液 600 μL 

固定 3 min，结晶紫染色 3 min，生理盐水漂洗小室

2 次，显微镜下计数穿膜细胞。

1.3.6 　 miR-105-5p 候 选 靶 基 因 的 预 测 及 GO 和

KEGG 通路富集分析 　利 用 TargetScan（http://www.

targetscan. org/vert_72/） 、miRDB （http://www. mirdb.

org/）、DIANA（http://diana. imis. athena-innovation. gr/

DianaTools/index. ph）、miRWalk（http://mirwalk. umm.

uni-heidelberg.de）和 ENCORI（https://starbase.sysu.edu.

cn/）数据库获取 miR-105-5p 的候选靶基因，为进一

步提高预测结果可靠性，将各预测结果取交集并制

作 韦 恩 图 ，并 利 用 DAVID 6.8（https://david. ncifcrf.

gov/）数据库对靶基因集合进行功能富集分析和信

号 转 导 通 路 富 集 分 析 。 借 助 数 据 库 软 件 附 带 的

Fisher Exact Test 计算 P 值，以 P <0.05 为显著性阈值

得到差异具有统计学意义的生物学过程和信号转

导通路。

1.3.7 　 双萤光素酶报告基因分析 　Target Scan 预 测

PPM1A 3'- 非 翻 译 区（3'-UTR）中 的 miR-105-5p 结

合 位 点 。 构 建 含 PPM1A 野 生 型 或 突 变 型 的 萤 光

素 酶 质 粒 ，按 照 如 下 分 组 在 HEK293T 细 胞 中 进

行 双 萤 光 素 酶 实 验 ：PPM1A-3'-UTR + mimic NC、

PPM1A-3'-UTR + miR-105-5p mimic、 PPM1A-3'

-UTR-mut + mimic NC 、PPM1A-3'-UTR-mut + miR-

105-5p mimic 。 按 照 使 用 说 明 书 进 行 双 萤 光 素 酶

基 因 检 测 。

1.3.8 　 免疫荧光实验检测 PPM1A 的表达 　收集各

组转染 24 h 的细胞，适量接种至共聚焦小皿中继续

培养，细胞生长至 50% 后弃培养液，用 PBS 在摇床

上清洗 2 次，5 min/次。4% 多聚甲醛固定 30 min，清

洗 后 0.2% Triton X-100 对 细 胞 打 孔 ，每 孔 加 入 5% 

BSA 进 行 免 疫 封 闭 1 h，在 对 应 一 抗 中 室 温 结 合

30 min，置于 4 ℃孵育过夜。次日在室温条件下摇

床避光孵育二抗 45 min，清洗后每孔避光加入 DAPI

室温孵育，用荧光显微镜观察拍照。

1.4　统计学方法

数据分析采用 GraphPad Prism 9.0 统计软件。计

量资料以均数±标准差（x±s）表示，比较用单因素

方差分析或重复测量设计的方差分析，进一步两两

比较用 LSD-t 检验。绘制生存曲线，比较用 Log rank 

χ2 检验。P <0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1　 miR-105-5p 在 hTRET-HPNE、PANC-1、

AsPC-1 和 BxPC-3 细胞中相对表达量比较及与胰

腺癌预后关系

hTRET-HPNE、PANC-1、AsPC-1、BxPC-3 细 胞

中 miR-105-5p 的 相 对 表 达 量 分 别 为（1.01±0.14）、
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（154.00±3.76）、（74.11±4.41）、（20.35±3.01），经单

因 素 方 差 分 析 ，差 异 有 统 计 学 意 义（F =1 319.373，

P =0.000）。相比 hTRET-HPNE 细胞，miR-105-5p 相

对表达量在胰腺癌 PANC-1、AsPC-1 和 BxPC-3 细胞

中升高（P <0.05），以 PANC-1 细胞中 miR-105-5p 相

对表达量最高，因此选择 PANC-1 细胞进行后续实

验（见图 1A）。Kaplan-Meier Plotter 分析结果显示，

经 Log rank χ2 检验，miR-105-5p 高表达与胰腺癌患

者的不良预后有关，差异有统计学意义（χ2 =5.241，

P =0.022）。miR-105-5p 高表达的胰腺癌患者较低

表 达 的 患 者 增 加 79% 的 风 险 比 率 [ Ĥ R =1.79（95% 

CI：1.08，2.95）]（见图 1B）。

2.2　各组miR-105-5p相对表达量比较

mimic NC 组、miR-105-5p mimic 组、inhibitor NC

组、miR-105-5p inhibitor 组 miR-105-5p 相对表达量

分 别 为（1.01±0.16）、（25.44±2.73）、（1.01±0.16）、

（0.10±0.02），经单因素方差分析，差异有统计学意

义（F =245.802，P =0.000），miR-105-5p mimic 组 较

mimic NC 组 升 高（P <0.05），miR-105-5p inhibitor 组

较 inhibitor NC 组降低（P <0.05），提示转染成功。

2.3　miR-105-5p对PANC-1细胞增殖、迁移及侵

袭的影响

mimic NC 组 与 miR-105-5p mimic 组 在 24、48、

72 和 96 h 细胞增殖比较 ，经重复测量设计的方差

分析 ，结果 ：①不同时间点的细胞增殖比较 ，差异

有统计学意义（F =46 593.254，P =0.000）；②两组细

胞增殖比较，差异有统计学意义（F =2 683.507，P =

0.000），miR-105-5p mimic 组 细 胞 增 殖 能 力 较

mimic NC 组 增 强 ；③ 两 组 细 胞 增 殖 变 化 趋 势 比

较 ，差 异 有 统 计 学 意 义（F =227.542，P =0.000）（见

表 1）。 inhibitor NC 组 与 miR-105-5p inhibitor 组 在

24、48、72 和 96 h 细 胞 增 殖 比 较 ，经 重 复 测 量 设

计 的 方 差 分 析 ，结 果 ：① 不 同 时 间 点 的 细 胞 增 殖

比 较 ，差 异 有 统 计 学 意 义（F =935.675，P =0.000）；

② 两 组 细 胞 增 殖 比 较 ，差 异 有 统 计 学 意 义（F =

322.844，P =0.000），miR-105-5p inhibitor 组 细 胞 增

殖能力较 miR-105-5p inhibitor 组被抑制；③两组细

胞 增 殖 变 化 趋 势 比 较 ，差 异 有 统 计 学 意 义（F =

14.114，P =0.000）（见表 2）。见图 2。

划 痕 实 验 结 果 显 示 ，miR-105-5p mimic 组

PANC-1 细 胞 24 和 48 h 后 迁 移 率 分 别 为（27.31±

0.65）% 和（63.59±4.3）％ ，mimic NC 组 分 别 为

（19.29±4.05）% 和（46.21±3.47）％ ，经 t 检 验 ，差 异

均有统计学意义（24 h：t =3.388，P =0.028；48 h：t =

5.455，P =0.006）。 miR-105-5p inhibitor 组 PANC-1

细 胞 24 和 48 h 后 迁 移 率 分 别 为（17.77±0.09）% 和
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图1　各细胞miR-105-5p相对表达量及miR-105-5p与胰腺癌患者预后的关系分析

表 1　mimic NC组与miR-105-5p mimic组不同时间点

OD值的比较 （x±s）

组别

mimic NC 组

miR-105-5p mimic 组

24 h

0.22±0.01

0.34±0.02

48 h

0.61±0.0.

0.85±0.01

72 h

1.32±0.01

1.81±0.03

96 h

3.2±0.01

3.73±0.01

表 2　inhibitor NC组与miR-105-5p mimic组不同时间点

OD值的比较 （x±s）

组别

inhibitor NC 组

miR-105-5p inhibitor 组

24 h

0.73±0.02

0.49±0.01

48 h

1.24±0.13

0.78±0.05

72 h

2.38±0.14

1.5±0.12

96 h

3.33±0.01

2.96±0.07
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（29.68±2.14）％ ，inhibitor NC 组 分 别 为（25.2±

0.43）%和（49.28±2.52）％，经 t 检验，差异均有统计

学意义（24 h：t =29.057，P =0.000；48 h：t =10.263，P =

0.001）。见图 3。

Transwell 实验结果显示，各组细胞相对迁移和

侵袭细胞数，经单因素方差分析，差异均有统计学

意义（P <0.05），miR-105-5p mimic 组较 mimic NC 组

迁 移 和 侵 袭 细 胞 数 增 多（P <0.05），miR-105-5p 

inhibitor 组较 inhibitor NC 组迁移和侵袭细胞数减少

（P <0.05）。见表 3 和图 4。

2.4　miR-105-5p 对 PANC-1 细 胞 EMT 进 程 的

影响

qRT-PCR 结果显示，各组 EMT 进程中的标志物

E-cadherin、N-cadherin、Vimentin、ZEB1 mRNA 的 相

对表达量比较，经单因素方差分析，差异均有统计
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A：mimic 组增殖能力； † 与 mimic NC 组比较，P <0.05。B：inhibitor 组增殖能力； † 与 inhibitor NC 组比较，P <0.05。

图2　miR-105-5p对PANC-1细胞增殖能力的影响

0 h

24 h

48 h

            mimic NC 组                miR-105-5p mimic 组              inhibitor NC 组              miR-105-5p inhibitor 组

图3　划痕实验检测细胞迁移能力　（×40）

表 3　各组PANC-1细胞相对迁移和侵袭细胞数的比较　

（个/HP，x±s）

组别

mimic NC 组

miR-105-5p mimic 组

inhibitor NC 组

miR-105-5p inhibitor 组

F 值

P 值

迁移

100±3

144±18①

100±3

45±9②

47.320

0.000

侵袭

100±8

188±38①

100±9

55±8②

22.358

0.000

    注：①与 mimic NC 组比较，P <0.05；②与 inhibitor NC 组，P <

0.05。
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学 意 义（P <0.05），miR-105-5p mimic 组 E-cadherin 

mRNA 的相对表达量较 mimic NC 组降低（P <0.05），

N-cadherin、Vimentin、ZEB1 mRNA 的 相 对 表 达 量 较

mimic NC 组升高（P <0.05）。miR-105-5p inhibitor 组

E-cadherin mRNA 的相对表达量较 inhibitor NC 组升

高（P <0.05），N-cadherin、Vimentin、ZEB1 mRNA 的相

对表达量较 inhibitor NC 组降低（P <0.05）。见表 4。

2.5　miR-105-5p 候选靶基因预测结果及 GO 和

KEGG通路富集分析

采 用 TargetScan 、miRDB 、miRWalk 、DIANA 和

ENCORI 数 据 库 预 测 并 取 交 集 ，共 发 现 靶 基 因

256 个（见 图 5）。 GO 和 KEGG 通 路 富 集 分 析 显

示 ，GO 富 集 中 最 显 著 Top10 的 条 目 在 生 物 学 过

程（BP）上 主 要 集 中 在 转 录 、蛋 白 磷 酸 化 、树 突 形

态 发 生 、凋 亡 过 程 负 调 控 及 基 因 表 达 负 调 控 等 ；

细 胞 组 分（CC）上 主 要 集 中 在 核 浆 、胞 质 、大 分 子

复 合 物 、泛 素 连 接 酶 复 合 物 、内 膜 等 ；分 子 功 能

（MF）主 要 集 中 在 蛋 白 结 合 、泛 素 蛋 白 转 移 酶 活

性 、转 录 辅 阻 遏 物 活 性 等 方 面（见 图 6A）。 KEGG

通 路 分 析 显 示 ，miR-105-5p 候 选 靶 基 因 主 要 富 集

在 各 种 信 号 通 路 及 代 谢 上（见 图 6B）。

迁移

侵袭

            mimic NC 组                miR-105-5p mimic 组              inhibitor NC 组              miR-105-5p inhibitor 组

图4　Transwell实验检测miR-105-5p对PANC-1细胞迁移、侵袭能力的影响　（×100）

表 4　各组PANC-1细胞EMT进程标志物相对表达量的比较 （x±s）

组别

mimic NC 组

miR-105-5p mimic

inhibitor NC 组

miR-105-5p inhibitor 组

F 值

P 值

E-cadherin mRNA

1.02±0.21

0.34±0.08①

1.04±0.35

1.78±0.28②

16.417

0.001

N-cadherin mRNA

1.00±0.08

1.50±0.25①

1.01±0.21

0.54±0.08②

15.768

0.001

Vimentin mRNA

1.00±0.05

1.17±0.01①

1.00±0.07

0.55±0.13②

34.618

0.000

ZEB1 mRNA

1.00±0.02

1.15±0.03①

1.00±0.06

0.06±0.05②

366.396

0.000

    注：①与 mimic NC 组比较，P <0.05；②与 inhibitor NC 组，P <0.05。
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图5　miR-105-5p靶基因的预测结果
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2.6　miR-105-5p 与 PPM1A 靶向关系的预测及

验证

采 用 TargetScan 预 测 miR-105-5p 与 PPM1A 3'-

UTR 的 结 合 位 点（见 图 7）。 双 萤 光 素 酶 实 验 结 果

显示，mimic NC 组与 miR-105-5p mimic 组野生型萤

光 素 酶 相 对 活 性 比 较 [（1.00±0.01）VS（0.74±

0.03）]，差异有统计学意义（t =13.305，P =0.000）；而

mimic NC 组与 miR-105-5p mimic 组突变型萤光素酶

相 对 活 性 比 较 [（1.00±0.01）VS（0.98±0.04）]，差 异

无统计学意义（t =1.226，P =0.445）。

mimic NC 组、miR-105-5p mimic 组、inhibitor NC

组 、miR-105-5p inhibitor 组 PPM1A mRNA 相 对 表 达

量分别为（1.00±0.10）、（0.71±0.09）、（1.01±0.19）、

（1.98±0.11），经单因素方差分析，差异有统计学意

义（F =53.165，P =0.000），miR-105-5p mimic 组 较

mimic NC 组 降 低（P <0.05），miR-105-5p inhibitor 组

较 inhibitor NC 组升高（P <0.05）。

2.7　hTRET-HPNE、PANC-1、AsPC-1和BxPC-3

细胞中PPM1A表达比较

免 疫 荧 光 实 验 结 果 显 示 ，PPM1A 在 胰 腺 癌 细

胞 PANC-1、AsPC-1 和 BxPC-3 中 的 荧 光 强 度 较

PPM1A 在 hTRET-HPNE 细 胞 中 的 荧 光 强 度 显 著 降

低（见图 8）。PPM1A 在胰腺癌细胞 hTRET-HPNE、

PANC-1、AsPC-1 和 BxPC-3 中 的 相 对 表 达 量 分 别

为 ：（0.97±0.10）、（0.63±0.04）、（0.56±0.04）、

（0.51±0.06），经方差分析，差异有统计学意义（F =

20.034，P =0.000）。

2.8　miR-105-5p 部分挽救 PPM1A 对 PANC-1

细胞增殖的抑制作用

CCK-8 实 验 结 果 表 明 ， mimic NC + 

pcDNA3.1 组 、mimic NC + pcDNA3.1-PPM1A 组 、

miR-105-5p mimic + pcDNA3.1-PPM1A 组 分 别 在

8

6

4

2

0

富
集

分
数

BP
CC
MF

生长激素的合成、分泌作用

酒精中毒

胆碱能突触

雌激素信号通路

松弛素信号通路

昼夜夹带

长寿调节途径

mTOR 信号通路

人类巨细胞病毒感染

多巴胺能神经突触

0.01    0.02      0.03      0.04

A：miR-105-5p GO 通路富集    B：miR-105-5pKEGG 通路富集

图6　miR-105-5p GO和miR-105-5p KEGG通路富集分析结果

PPM1A mRNA

Hsa-miR-105-5p

Mutation site

5163        Binding site            5169

3'-UTR
5'-UTR

CDS

3'

5'

5'

3'

图7　生物信息学预测miR-105-5p与PPM1A 3'-UTR结合位点预测
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24 、48 、72 和 96 h 的 吸 光 度 值 比 较 ，经 重 复 测

量 设 计 的 方 差 分 析 ，结 果 显 示 ：① 不 同 时 间

点 的 细 胞 吸 光 度 值 比 较 ，差 异 有 统 计 学 意 义

（F =338.342 ，P =0.000）；② 各 组 细 胞 吸 光 度 值

比 较 ，差 异 有 统 计 学 意 义（F =97.916 ，P =

0.001）；③ 各 组 细 胞 吸 光 度 值 的 变 化 趋 势 比

较 ，差 异 有 统 计 学 意 义（F =4.689 ，P =0.005）。

见 表 5 。

2.9　miR-105-5p 部分挽救 PPM1A 对 PANC-1

细胞迁移和侵袭的抑制作用

Transwell 实 验 结 果 表 明 ，各 组 细 胞 相 对 迁 移

和侵袭细胞数比较，经单因素方差分析，差异均有

统 计 学 意 义（P <0.05），mimic NC + pcDNA3.1-

PPM1A 组较 mimic NC + pcDNA3.1 组相对迁  移和侵

袭 细 胞 数 减 少（P <0.05），miR-105-5p mimic + 

pcDNA3.1-PPM1A 组 较 mimic NC + pcDNA3.1-

PPM1A 组 相 对 迁 移 和 侵 袭 细 胞 数 增 多（P <0.05）。

见表 6 和图 9。

PPM1A

DAPI

Merge

        hTRET-HPNE                           PANC-1                                 AsPC-1                                BxPC-3

图8　PPM1A在人正常胰腺导管上皮细胞和胰腺癌细胞中的表达　（×200）

表 5　各组不同时间点的吸光度值比较　（x±s）

组别

mimic NC + pcDNA3.1 组

mimic NC + pcDNA3.1-PPM1A组

miR-105-5p mimic +pcDNA3.1-PPM1A 组

24 h

0.78±0.09

0.54±0.04

0.82±0.09

48 h

1.55±0.17

1.11±0.08

1.56±0.14

72 h

2.00±0.09

1.25±0.07

1.91±0.08

96 h

2.15±0.02

1.62±0.03

2.06±0.02

表 6　各组PANC-1细胞相对迁移和侵袭细胞数的比较　

（个/HP，x±s）

组别

mimic NC + pcDNA3.1 组

mimic NC + pcDNA3.1-PPM1A 组

miR-105-5p mimic + pcDNA3.1-PPM1A 组

F 值

P 值

迁移

100±19

41±10①

71±10②

13.800

0.006

侵袭

100±10

47±7①

80±15②

16.642

0.004

    注：①与 mimic NC + pcDNA3.1 组比较，P <0.05；②与 mimic NC + 

pcDNA3.1-PPM1A 组比较，P <0.05。
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3 讨论

miR-105-5p 是 miR-105 家族中的一员，其作为

促癌因子在疾病的发生、发展中起关键性作用。细

胞 外 囊 泡 来 源 的 血 清 miR-105-5p 可 以 通 过 靶 向

SPARC 样蛋白 1 和调节 FAK/Akt 信号通路转移到食

管 鳞 状 细 胞 癌 细 胞 ，并 促 进 食 管 鳞 状 细 胞 癌 的 进

展[14]。GAO 等[15]研究结果表明，miR-105-5p 水平越

高，食管癌患者的预后越差，其可以促进食管癌细

胞的增殖、迁移和侵袭。也有部分研究结果表明，

miR-105-5p 在某些疾病中发挥抑制作用，miR-105

可能在卵巢上皮性癌的发展过程中作为一种有效的

肿瘤抑制因子发挥作用，可能影响细胞的增殖、侵袭

及对紫杉醇的化疗敏感性，至少部分地通过抑制锌

和 环 指 2 信 号 发 挥 作 用[16]。 在 宫 颈 癌 中 ，抑 制

miR-105-5p 表达可通过上调 XIAP 相关因子 1 抑制

宫 颈 癌 细 胞 的 迁 移 和 侵 袭[17]。 本 研 究 结 果 表 明 ，

miR-105-5p 促进胰腺癌细胞 PANC-1 的增殖、迁移、

侵袭能力及 EMT 进程。

miRNA 与靶 mRNA 的 3'UTR 结合，导致 mRNA 降

解和翻译抑制，从而调控细胞的生命活动[18]，许 多

miRNA 在 胰 腺 癌 的 发 生 、发 展 中 起 至 关 重 要 的 促

进 或 抑 制 作 用 。 ZHAO 等[19] 证 明 了 胰 腺 癌 细 胞 中

miR-21 的表达是由表皮生长因子诱导的。miR-21

促进表皮生长因子诱导的细胞增殖，抑制细胞凋亡，

加速细胞周期进程。FANG 等[20]发现并阐明了放化

疗后胰腺癌再生长和转移的潜在机制，研究证实，受

照射死亡的胰腺癌细胞中 miR-193a 的表达上调可

能通过调节 TGF-β2/TGF-βRIII 信号而促进存活癌

细胞的再增殖和转移。HE 等[21]研究发现，miR-137

调控 β-catenin 的表达和核转位，Krϋppel 样转录因子

12（Krϋppel-like factors 12, KLF12）可以部分抑制这

种作用。由此认为，miR-137 通过调控 β-catenin 的

核转位和激活 Wnt 信号来靶定 KLF12，从而对胰腺

癌的干细胞特性和致瘤性产生影响。

有研究报道，种子区是 miRNA 上进化最为保守

的 片 段 ，通 常 与 mRNA 3'UTR 上 的 靶 位 点 完 全 互

补[22-23]。基于是否存在与种子区配对的这一原理，

通过 TargetScan、miRDB、miRWalk、DIANA 和 ENCORI

数据库对 miR-105-5p 的靶基因进行预测，5 个数据

库取交集得到的共同靶基因最终有 256 个。进一步

对共同靶基因进行 GO 注释和 KEGG 信号通路分析，

PPM1A 作为一种常见的蛋白磷酸酶具有多种底物，

通常作为应激反应途径的负调节因子发挥作用[24]。

PPM1A 属于丝氨酸/苏氨酸蛋白磷酸酶家族成员，该

家族可作为真核细胞通路中负向调控因子[25]。人类

的 PPM1A 基因位于 14 号染色体，位置在 14q23.1[24]，

PPM1A 具有底物催化功能，多种蛋白与之结合后使

其去磷酸化。PPM1A 在细胞生长、免疫合成、机体应

激反应、肿瘤进展等方面发挥重要调控作用。本研

究通过数据库预测显示，PPM1A 是 miR-105-5p 的靶

基因。双萤光素酶实验验证了 miR-105-5p 能够靶

向结合 PPM1A。免疫荧光实验结果表明，PPM1A 在

胰腺癌细胞 PANC-1、AsPC-1、BxPC-3 低表达，这与

miR-105-5p 在胰腺癌细胞 PANC-1、AsPC-1、BxPC-3

中的表达相反，以上结果进一步提示 miR-105-5p 与

迁移

侵袭

mimic NC + pcDNA3.1 组 mimic NC + pcDNA3.1-PPM1A 组
miR-105-5p mimic + 
pcDNA3.1-PPM1A 组

图9　各组PANC-1细胞迁移和侵袭的代表性图像　（×100）
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PPM1A 之间存在靶向关系。

综 上 所 述 ，miR-105-5p 通 过 靶 向 PPM1A 促

进 胰 腺 癌 PANC-1 细 胞 的 增 殖 ，迁 移 和 侵 袭 ，且

miR-105-5p 可 部 分 挽 救 PPM1A 对 PANC-1 细 胞 增

殖、迁移和侵袭的抑制作用。本研究为胰腺癌患者

治疗及预后的可行性提供了一定的临床依据。
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