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［摘要］ 背景与目的：尿激酶型纤溶酶原激活物受体（urokinase-type plasminogen activator receptor，uPAR）基因扩增与

胰腺癌患者的不良预后密切相关。uPAR通过丝裂原活化蛋白激酶（mitogen-activated protein kinases，MAPK）信号转导

通路调控胰腺癌细胞的上皮-间质转化（epithelial-mesenchymal transformation，EMT）和化疗抵抗，但具体机制尚未完全

阐明。本研究旨在探讨uPAR通过抑制细胞自噬促进胰腺癌细胞增殖、侵袭和化疗抵抗的机制。方法：收集2021年12月—

2022年6月在南华大学附属长沙中心医院（长沙市中心医院）接受手术切除和穿刺活检患者的胰腺癌组织标本［获得长沙

市中心医院医院伦理委员会批准，编号：2021-S0182，2022-S0084］，体外培养胰腺癌患者来源类器官（patient-derived 
organoids，PDO）；使用6种胰腺癌细胞系（AsPC-1、PANC-1、CAPAN-1、CAPAN-2、MIA PaCa-2和PaTu8988T），利用

成簇规律间隔短回文重复序列及其关联核酸酶9（clustered regularly interspaced short palindromic repeats/CRISPR-associated 
nuclease 9，CRISPR/Cas9）技术构建uPAR缺陷模型。采用共聚焦显微镜、蛋白质印迹法（Western blot）、酶联免疫吸附实

验（enzyme-linked immunosorbent assay，ELISA）和MTS实验测定细胞增殖、侵袭能力，并分析MAPK和自噬信号通路以

及吉西他滨诱导的细胞死亡变化。采用RNA干扰（siRNA）或自噬抑制剂评估联合治疗的协同作用。结果：在AsPC-1细胞

中，uPAR敲除后，MTS实验和损伤修复实验结果显示，与野生型细胞相比，克隆细胞的增殖和迁移能力显著降低，对吉西

他滨的敏感性降低。uPAR重新表达后，克隆细胞的增殖和侵袭能力恢复，且对吉西他滨的敏感性部分恢复。共聚焦显微镜

结果显示，克隆细胞的F-肌动蛋白减少，细胞变得圆滑。Western blot结果显示，与野生型细胞相比，克隆细胞中E-钙黏蛋

白（E-cadherin）和Slug表达升高，波形蛋白（vimentin）表达降低；磷酸化-黏着斑激酶（phospho-focal adhesion kinase，
p-FAK）、p-p38MAPK和微管相关蛋白1的轻链3B（microtubule-associated protein light chain 3B，LC3B）表达升高（P
＜0.05）。siRNA结果表明，沉默FAK或p38MAPK或联合自噬抑制均能使克隆细胞对吉西他滨重新敏感，沉默p38MAPK
能降低LC3B表达。类器官研究显示，8例类器官对吉西他滨的响应存在差异，uPAR在8例胰腺癌类器官中均有表达，uPAR
表达水平与吉西他滨的半数抑制浓度（half-maximal inhibitory concentration，IC50）呈负相关（r2＝0.66，P＜0.05），3例
类器官对吉西他滨联合自噬抑制剂响应良好（P＜0.05）。结论：uPAR通过抑制胰腺癌中依赖p38MAPK信号通路的细胞活

性，防止FAK介导的耐药性和细胞休眠。本研究提示，uPAR高表达的胰腺癌患者对吉西他滨反应更好，而uPAR低表达且

p38MAPK高表达的肿瘤可能从联合使用自噬抑制剂和细胞毒性化疗药物治疗中受益。
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associated with poor prognosis in pancreatic cancer patients. uPAR regulates epithelial-mesenchymal transition (EMT) and 
chemoresistance in pancreatic cancer cells through the mitogen-activated protein kinases (MAPK) signaling pathway, though the 
specific mechanisms remain unclear. This study aimed to investigate the mechanism by which uPAR promotes proliferation, invasion, 
and chemoresistance of pancreatic cancer cells by inhibiting autophagy. Methods: Pancreatic cancer tissue samples were collected 
from patients who underwent surgical resection and biopsy at the Changsha Central Hospital, Affiliated to University of South China 
(Changsha Central Hospital), between December 2021 and Jun 2022. The study was approved by the Ethics Committee of Changsha 
Central Hospital (Approval No.: 2021-S0182, 2022-S0084). Patient-derived organoids (PDOs) from pancreatic cancer samples were 
cultured in vitro. Six pancreatic cancer cell lines (AsPC-1, PANC-1, CAPAN-1, CAPAN-2, MIA PaCa-2 and PaTu8988T) were used 
in this study. uPAR-deficient models were constructed using clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR) 
Cas9 technology. Cell proliferation and invasion abilities were measured using confocal microscopy, Western blot, enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA), and MTS assays. Changes in MAPK and autophagy signaling pathways and gemcitabine-induced 
cell death were analyzed. The synergistic effects of combined treatments were evaluated using gene silencing (siRNA) or autophagy 
inhibitors. Results: In AsPC-1 cells, uPAR knockout significantly reduced the proliferation and migration abilities of clone cells 
compared to wild-type cells, as shown by MTS assays and wound healing experiments, and decreased sensitivity to gemcitabine 
(P＜0.05). Re-expression of uPAR restored the proliferation and invasion abilities of clone cells and partially restored sensitivity 
to gemcitabine (P＜0.05). Confocal microscopy revealed reduced F-actin and a rounded morphology in clone cells. Western blot 
analysis showed increased expressions of E-cadherin and Slug, decreased expression of vimentin, and increased expressions of 
phospho-focal adhesion kinase (p-FAK), p-p38MAPK, and the microtubule-associated protein light chain 3B (LC3B) in clone cells 
compared to wild-type cells. siRNA results indicated that silencing FAK or p38MAPK or combining autophagy inhibition could 
resensitize clone cells to gemcitabine  (P＜0.05), with p38MAPK silencing reducing LC3B expression. Organoid studies showed 
varying responses to gemcitabine among 8 organoids, all expressing uPAR. uPAR expression levels were negatively correlated with 
gemcitabine IC50 (r

2=0.66, P＜0.05). Three organoids responded well to the combination of gemcitabine and autophagy inhibitors 
(P＜0.05). Conclusion: uPAR promotes pancreatic cancer cell activity through the p38MAPK signaling pathway, preventing FAK-
mediated resistance and cell dormancy. The study suggests that pancreatic cancer patients with high uPAR expression respond better 
to gemcitabine, while tumors with low uPAR and high p38MAPK expressions may benefit from combined treatment with autophagy 
inhibitors and cytotoxic chemotherapy.
［Keywords］ Pancreatic cancer; Organoid; uPAR; Autophagy; Gemcitabine; Chemoresistance 

胰 腺 导 管 腺 癌 （ p a n c r e a t i c  d u c t a l 
adenocarcinoma，PDAC）是一种预后极差的恶

性肿瘤 ［1］。根据转录特征，胰腺癌可以分为经

典型、准间充质型和外分泌型三大亚型  ［2］。

然而，胰腺癌细胞具备高度的可塑性，这主要

受表观遗传调控因子如zeste基因增强子同源物2 
（enhancer of zeste homolog 2，EZH2）和GATA
结合蛋白 6 （GATA-binding protein 6 ，GATA6）
的调控 ［3-4］。这种可塑性增加了治疗的复杂性，

特别是在选择靶向治疗方案时  ［5］。因此，治疗

前快速准确地确定PDAC的组织学和分子分类对

于制定最佳治疗策略至关重要 ［6］。

尿激酶型纤溶酶原激活物受体（urokinase-
type plasminogen activator receptor，uPAR）水

平升高与胰腺癌的早期侵袭、转移以及不良预

后密切相关  ［7-8］。研究  ［9］表明，uPAR在多种

实体肿瘤和血液肿瘤中均表现出类似作用。

uPAR是一种缺乏跨膜结构的糖基磷脂酰肌醇

（glycosylphosphatidylinositol，GPI）锚定膜受

体，主要功能是与其配体uPA结合，促进细胞外

基质蛋白的降解，并参与细胞迁移、上皮-间质

转化（epithelial-mesenchymal transformation，
EMT）、增殖和信号转导  ［10］。通过与整合素

的相互作用，uPAR稳定结合玻连蛋白，激活

细胞内的Ras-MAPK通路、黏着斑激酶（Focal 
adhesion kinase,  FAK）和Rho家族小GTP酶

Rac ［11］。uPAR还能够独立于uPA发挥作用，特

别是在机械力传递过程中 ［12］。

FAK是一种广泛表达的酪氨酸激酶，位于

黏附复合物中，传递黏附和生长因子依赖性信

号 ［13］。在肿瘤中，FAK是细胞迁移和增殖的正

调节因子。然而，在某些情况下，例如在具有强
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生长因子信号，如表皮生长因子受体（epidermal 
growth factor receptor，EGFR）或RAS突变以及

持续高水平细胞外信号相关激酶（extracellular 
regulated protein kinase，ERK）的肿瘤中，FAK
作为负调节因子限制细胞迁移，这一过程通

过ERK依赖性去磷酸化特定FAK酪氨酸残基实

现 ［14-15］。体外实验显示，FAK的激活可导致胰

腺癌细胞对吉西他滨产生内源性耐药性  ［16］。

此外，uPAR的下调或阻断会激活SRC、FAK和

p38MAPK，导致细胞周期停滞和休眠 ［17-18］。

我们的前期研究显示，高水平uPAR与PDAC
患者较短的生存期相关，特别是在HNF1A阳性的

外分泌样肿瘤亚组中。通过成簇规律间隔的短回

文重复序列及其关联核酸酶9（clustered regularly 
interspaced short palindromic repeats/CRISPR-
associated nuclease 9，CRISPR/Cas9）技术建立了

uPAR缺陷模型，发现uPAR在具有KRAS突变的肿

瘤细胞中可增强MEK/ERK信号转导通路，并通

过降解细胞外基质中的整联蛋白和调节EMT影响

细胞可塑性 ［19］。本研究旨在通过建立人胰腺癌

类器官和uPAR缺陷或过表达细胞模型，进一步

探讨uPAR在自噬（autophagy）过程中对药物响

应的调控作用，揭示了uPAR通过调节自噬状态

影响细胞对化疗药物敏感性的机制。

1 材料和方法

1.1  患者组织样本

本研究收集了2021年12月—2022年6月在长

沙市中心医院（南华大学附属长沙中心医院）行

手术切除或活检的8例胰腺肿瘤患者的肿瘤组织

样本（由长沙市中心医院中心实验室组织库保

存），所有样本经病理学检查确诊为胰腺癌，

及时取新鲜肿瘤组织进行了类器官培养，并运

用NGS对样本进行了TP53和KRAS突变状态的检

测。所有生物学样本的采集和使用均获得长沙

市中心医院医学伦理委员会的批准（批准号：

2021-S0182，2022-S0084）。

1.2  胰腺癌细胞株

人类胰腺癌细胞株A s P C - 1、PA N C - 1、

CAPAN-1、CAPAN-2、MIA PaCa-2和PaTu8988T
购自ATCC，置于RPMI-1640培养基含10%胎牛血

清、1%L-Glu和1%P/S、37 ℃、CO2体积分数为

5%的加湿培养箱中培养。

1.3  基于CRISPR/Cas9系统构建uPAR缺陷细

胞模型

采用CRISPR/Cas9技术对uPAR基因进行敲

除。根据X-tremeGENE HP DNA转染试剂说明书

（德国Merck公司），我们采用两个CRISPR-Cas9
载体（美国Sigma-Aldrich公司）：pCMV-Cas9-
RFP和pCMV-Cas9-GFP共转染细胞。在CRISPR/
Cas9瞬时激活后，我们利用荧光活体细胞分类技

术筛选出了绿色和红色荧光（green/red fluorescent 
protein）GFP/RFP双阳性的单个克隆，并进行了

培养。随后，采用PCR技术对gRNA的目的位点

和可能的缺失位点进行了筛选。

1.4  细胞活力

我们按照说明书使用CellTiter 96® 试剂（美

国Promega公司）进行了细胞增殖能力测定。在

细胞用0.1 μmol/L吉西他滨处理72 h前，我们首

先使用siRNA（80 nmol/L）或抑制剂（JX401：
3  µmol/L，3MA：5 µmol/L，CQ：5 µmol/L）预

处理细胞24 h。对于类器官，我们将2 000个/孔
细胞包埋在96孔板OFM基质胶中，直到形成球

形类器官，然后用梯度浓度的吉西他滨（3.9、
7.8、15.6、31.5、62.5、125.0和250.0 nmol/L）处

理类器官。测量前加入20 μL MTS试剂，37 ℃温

育1~3 h，在490 nm和655 nm处测量吸光度（D）

值，并计算相对细胞活力或药物半数抑制浓度

（half maximal inhibitory concentration，IC50）。

1.5  迁移实验

在细胞生长近100%时，用1%的FCS培养基

维持24 h来同步细胞周期，用100 μL无菌移液器

吸头在单层细胞上手动划痕，按0、24和48 h拍照

并计算相对迁移距离。

1.6  细胞沉默

我们使用了QIAGEN公司提供的RNA和

H i P e r F e c t转染试剂，并严格按照包装试剂

盒说明书进行了转染实验。简而言之，将含

有12 µL HiPerFect、9.6 µL siRNA/阴性对照
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（80   nmol/ L）和78.4 µL RPMI-1640的100 µL转

染培养基在室温下温育20 min，并在接种后立即

加入2  mL培养基中的3×105细胞。在进一步处理

之前将细胞温育24或48 h。实验所用的siRNA试

剂清单见图1F。
1.7  PLAUR基因回补和uPAR再表达

我们按照X-tremeGENE HP DNA转染试剂

说明书进行了克隆细胞与人PLAUR ORF克隆载

体（pCMV-AC-GFP, NM_002659, Origene）的共

转染。通过荧光激活细胞分选术（fluorescence 
activated cell sorting，FACS）挑选GFP阳性细胞，

并使用新霉素G418（400  ng/µL）筛选重新表达

uPAR的细胞。uPAR蛋白水平如前所述由酶联免

疫吸附实验（enzyme-linked immunosorbent assay，
ELISA）或蛋白质印迹法（Western blot）检测确认

（图1G、H）。

1.8  抗体和试剂

本实验使用了如下抗体：p h o s p h o - p 3 8 
MAPK（Thr180/Tyr182；#4511）、phospho-
FAK（Tyr397；#8556）、p62（#8025）、LC3B
（#3868）、cyclin B1（#12231）、MTHFD2 
（# 9 8 11 6）、F o x M 1（# 5 4 3 6）、G A P D H
（#5174），所有二抗和抗体均购自美国Cell 
Signal公司；GLUL（#ab176562）和PARK7
（#ab18257）购自英国Abcam公司。吉西他滨

（#G5423）和氯喹（#C6628）购自美国Sigma-
Aldrich公司，3-MA（#CAY13242）购自德国

Biomol公司，p38MAPK抑制物JX401（#2657）购

自美国Bio-techne公司。

1.9  ELISA检测

细胞外uPAR蛋白水平检测由ELISA完成（美

国R&D公司）。实验前按说明书备好标准品、

试剂及待测样本；样本和标准本加入微孔板（至

少3个复孔）各50 µL，随后加入50 µL检测液

A，37 °C温育1 h，洗板3次。拍板后加检测溶液 
B 100 µL，37 ℃温育30 min，洗板5次；拍板后

加TMB底物90 µL，37 ℃温育10~20 min；最后

加终止液50 µL，立即使用酶联免疫检测仪于 
450 nm处检测D值，绘制标准曲线，并计算标化

106个细胞下uPAR的浓度。

1.10  Western blot 检测

样 品 加 入 放 射 免 疫 沉 淀 法 （ r a d i o 
immunoprecipitation assay，RIPA）裂解液，

经匀浆、裂解、离心后，获得总蛋白提取

液，通过Bradfo rd方法检测提取液中蛋白浓

度。采用十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电

泳（sodium dodecylsulphate polyacrylamide gel 
electrophoresis，SDS-PAGE）进行蛋白电泳，

之后200 mA恒流电1 h将蛋白转印到聚偏二氟乙

烯（polyvinylidene fluoride，PVDF）膜上。将

PVDF膜放入含5%脱脂奶粉的TBS-T封闭液中封

闭1 h，加入一抗，4 ℃摇床过夜。洗膜后加入二

抗，37 ℃温育1 h。洗膜后加入发光液，压片，

曝光，定影。采用Fusion图像获取和分析系统软

件测定蛋白条带的积分光密度值。内部参照按课

题组已发表文章中的方法以GAPDH或PARK7蛋
白条带作为内参照 ［20-24］。

1.11  胰腺癌类器官培养

本研究收集的经手术切除的新鲜胰腺肿瘤

组织用外科手术刀切碎并在缓冲液  ［DMEM、

1%胎牛血清（fetal bovine serum，FBS）、青霉

素、链霉素、0.125 mg/mL胶原酶Ⅺ型］中消化

并温育2 h。4℃ 条件下 RCF 300×g离心5 min
收集后，用Matrigel基质胶重新悬浮细胞并接

种在圆形24孔板中。Matrigel基质胶凝固后，加

入胰腺类器官培养基置于37 ℃培养箱中培养。

胰腺类器官培养基包含DMEM/F12、HEPES 
10  mmol/ L、Glutamax 1X、A83-01 500  nmol/ L、
mEGF 50   ng /  mL、mNoggin  100  ng /mL、

hFGF10  100  ng/ mL、胃泌素Ⅰ 0.01 µmol/L、N-
乙酰半胱氨酸1.25 mmol/L、烟酰胺10 mmol/L、

B27补充剂、R-spondin条件培养基。通过用含有

10.5 µmol/L Y-27632和10 µg/mL DNAseI的胰蛋白

酶的消化来传代或冻存类器官。

1.12  统计学处理

计量资料用x±s表示，服从正态分布的计

量资料的两组和组间比较采用t检验或方差分析

（ANOVA），不服从正态分布时采用非参数检

验。细胞生长和耐药性分析采用双因素方差分析

（Two-way ANOVA）。相关性分析使用皮尔逊
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相关系数检验（资料符合正态分布且方差齐性，

否则使用Spearman检验）。P＜0.05为差异有统

计学意义。采用SPSS 26.0和GraphPad Prism 9.0
软件进行统计作图。

2 结　　果

2.1  uPAR缺陷细胞模型构建结果

本研究以uPAR GFP正引物（外显子4）和

uPAR RFP反引物（外显子3）为模板，成功扩

增出新的序列片段，表明uPAR外显子3和4之间

发生了非同源末端链接（non-homologous end 
joining，NHEJ）。随后，我们通过聚合酶链式

反应（polymerase chain reaction，PCR）和二代

测序（next generation sequencing，NGS）技术验

证了目标基因的突变情况。uPAR的敲除策略、

相关序列引物和基因测序以及uPAR的再表达见

图1。

图1  uPAR的敲除策略、相关序列引物和基因测序以及uPAR的再表达

Fig. 1  uPAR knockout strategy and sequencing gene and uPAR re-expression

A: Schematic representation of the uPAR knockout strategy using CRISPR/Cas9. B: List of gRNAs for uPAR and PCR primers used to detect gene 
knockout. C: Fluorescence-activated cell sorting (FACS) analysis of GFP/RFP double-positive cells.  D: PCR screening for gRNA target sites and 
potential deletions. E: Sanger sequencing of mutations at the gRNA target sites.  F: Sequences of siRNA oligonucleotide templates used in this study. G: 
Re-expression of uPAR protein levels measured by ELISA (n=3, ***: P＜0.01, Student’s t-test, two-sided). H: Immunoblot analysis showing de novo 
expression of uPAR in clone 12 and rescued uPAR cells.
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2.2  构建uPAR敲除AsPC-1细胞模型

为了深入探讨uPAR在胰腺癌中的特异性功

能，我们构建了uPAR敲除的胰腺癌细胞模型。

首先，采用Western blot检测了6种胰腺癌细胞系

（AsPC-1、CAPAN-1、CAPAN-2、MIA PaCa-
2、PANC-1、PaTu8988T）中uPAR的蛋白水

平，结果显示，uPAR在AsPC-1细胞中表达最高

（图2A）。进一步通过ELISA检测细胞培养基

中的可溶性uPAR（soluble uPAR，suPAR），结

果同样显示suPAR在AsPC-1培养基中含量最高 
（图2B）。

为构建功能性的uPAR敲除AsPC-1克隆，我

们设计了针对uPAR基因外显子3和外显子4的特

异性gRNA，并分别标记有绿色和红色荧光蛋白

（图1C）。转染细胞72 h后，通过流式细胞术

分选获得特定敲除的单克隆细胞。结果如图1D
所示，我们以uPAR GFP正引物（外显子4）和

uPAR RFP反引物（外显子3）为模板，成功扩

增出新的序列片段，表明uPAR外显子3和4之间

发生了非同源末端链接（Non-homologous end 
joining，NHEJ）。最终，我们获得两个纯合子

克隆（clone 12和clone 14），其uPAR功能完全缺

失。Western blot和ELISA结果确认了克隆细胞中

uPAR和suPAR蛋白的缺失（图2C、D）。随后，

我们通过PCR和NGS验证了目标基因的突变情况

（图1E）。因此，通过成功构建uPAR敲除细胞

模型，我们可以进一步探索其在肿瘤生物学中的

具体作用。

图2  CRISPR-Cas9介导编码uPAR基因敲除的AsPC-1细胞

Fig. 2  CRISPR/Cas9-mediated uPAR knockout in AsPC-1 cells

A: Immunoblot analysis showing uPAR protein levels in the pancreatic cell lines AsPC-1, CAPAN-1, CAPAN-2, MIA PaCa-2, PANC-1, and 
PaTu8988T.  B: ELISA quantification of uPAR protein levels in 6 human pancreatic cell lines.  C: Immunoblot analysis comparing uPAR levels 
between AsPC-1 uPAR knockout (KO) and wild-type (WT) cells. D: ELISA results showing uPAR levels in AsPC-1 uPAR KO cells compared to WT 
cells. At least three biological replicates were performed. GAPDH was used as a loading control. ***: P＜0.001, multiple comparison tests were used 
to assess differences between groups.
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2.3  uPAR的敲除抑制胰腺癌细胞的生长和迁移

能力和逆转EMT

已有研究  ［25］表明uPAR在细胞增殖和运

动中起着关键作用。通过MTS实验，我们发

现敲除uPAR可显著抑制胰腺癌细胞的生长（P
＜0.001，图3A）。克隆形成实验进一步证实，

敲除uPAR可显著减弱胰腺癌细胞的克隆形成能

力（P ＜0.001，图3B、C）。损伤修复实验结果

显示，敲除uPAR可显著延缓胰腺癌细胞的迁移

能力（P＜0.001，图3D、E）。研究 ［26］表明，

uPAR可以通过与细胞骨架结合并锚定到细胞膜

上直接影响细胞迁移。此外，uPAR信号转导功

能还可调节细胞可塑性 ［27］。通过共聚焦荧光显

微镜观察，我们发现敲除uPAR后，胰腺癌细胞

内F-actin形成显著减少，细胞形态变得更加圆

润，细胞膜突起减少（图3F）。这提示uPAR可

能通过促进细胞内F-actin的形成增强细胞迁移能

力。综上所述，我们的研究结果表明，uPAR在

促进胰腺癌细胞的生长、克隆形成和迁移方面起

重要作用。

图3  敲除uPAR抑制胰腺癌细胞的生长和迁移能力，并促进吉西他滨化疗耐药性

Fig. 3  uPAR knockout inhibits pancreatic cancer cell growth and migration, and enhances resistance to gemcitabine

A: Growth curves over 4 days showing significantly reduced proliferation rates in AsPC-1 uPAR KO clones compared to WT controls.  
B: Representative colony formation assay images in methylcellulose comparing uPAR KO and WT cells. C: Quantitative analysis showing a 
significant reduction in clonogenicity in uPAR KO cells compared to WT cells. D-E: Reduced migratory capacity of uPAR KO cells compared to 
WT cells. F: Immunofluorescence staining showing fewer stress fibers in uPAR KO cells compared to WT cells (×400, red: phalloidin, blue: DAPI).  
G: Immunoblot analysis of epithelial and mesenchymal markers indicating Mesenchymal-to-epithelial transition (MET) in uPAR KO cells. H: 
Increased resistance to gemcitabine in uPAR KO cells (0.1, 0.5, 1 µmol/L, 72 h). At least three biological replicates were performed. GAPDH or 
PARK7 was used as a loading control. ***: P＜0.001, multiple comparison tests were used to assess differences between groups.
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为了进一步探讨uPAR对肿瘤细胞可塑性的

影响，本研究采用Western blot进行分析，检测了

EMT标志物的表达情况。结果显示，与野生型细

胞相比，uPAR敲除的克隆细胞中上皮标志物E-
钙黏蛋白（E-cadherin）的表达显著上调，而间

质标志物波形蛋白（vimentin）的表达被显著抑

制至背景水平（图3G）。此外，转录因子Slug在
克隆细胞中的显著表达上调进一步支持uPAR敲

除能够逆转EMT表型（图3G）。吉西他滨敏感

性实验结果显示，uPAR敲除的克隆细胞对吉西

他滨的敏感性显著降低（P＜0.001，图3H），提

示uPAR可能是影响化疗敏感性的关键因素。综

上所述，uPAR在胰腺癌细胞EMT中起到关键作

用，其敲除能够逆转EMT表型，且uPAR敲除促

使细胞对吉西他滨的耐药性，提示uPAR可能是

影响化疗敏感性的标志物。

2.4  uPAR的敲除激活FAK和p38MAPK的表达

和吉西他滨治疗抵抗

研究  ［11，18］表明，uPAR信号转导涉及FAK
和p38MAPK。通过Western blot检测，我们发现

uPAR敲除克隆细胞中FAK和p38MAPK的激活水

平显著高于对照组（图4A），表明uPAR敲除导

致这些信号分子的代偿性激活。肿瘤细胞的化学

耐药性与p38MAPK介导的自噬有关 ［28］。我们通

过分析自噬相关蛋白p62和LC3B在克隆细胞中的

表达情况，结果发现uPAR敲除克隆细胞中LC3B
表达显著上调，而p62蛋白未见显著改变（图

4A），提示uPAR可能参与胰腺癌细胞的自噬。

已有研究 ［16］表明，磷酸化FAK促使胰腺癌细胞

对吉西他滨产生内在抵抗。为此，我们使用特异

性siRNA沉默FAK，结果显示，在uPAR敲除的

克隆细胞中，FAK沉默可显著增加吉西他滨敏感

性，而在野生型细胞中无此效应（图4B、C）。

2.5  uPAR的敲除激活p38MAPK信号转导并诱

导自噬

本研究结果发现，FAK沉默可显著抑制克

隆细胞中p38MAPK的激活和LC3B蛋白的表达，

但对p62蛋白无明显影响（图4D）。为了探讨

p38MAPK介导的自噬是否促进化疗抵抗，我们

使用siRNA#1或siRNA#2沉默p38MAPK基因，

结果发现p38MAPK的抑制可显著增加克隆细

胞对吉西他滨的敏感性（图4E、F）。此外，

p38MAPK沉默可显著下调p62和LC3B的表达

（图4G），提示p38MAPK的抑制可以显著减

少胰腺癌细胞的自噬水平。进一步使用p38的抑

制剂JX401取得了类似效果，显著增强了细胞对

吉西他滨的敏感性（图4H），提示p38抑制剂

JX401联合吉西他滨的治疗策略具有潜力。综上

所述，uPAR敲除导致的p38MAPK信号转导通路

激活及其引起的自噬增强，揭示了胰腺癌细胞

在应对药物压力时的自我保护机制。通过靶向

p38MAPK，可以有效地降低自噬水平，从而提

高胰腺癌细胞对化疗药物的敏感性。

2.6  自噬增强AsPC-1细胞对吉西他滨的抗性

自噬在肿瘤细胞存活及治疗抵抗中起关键

作用  ［29］。在我们的实验中，自噬抑制剂3-甲
基腺嘌呤（3-methyladenine，3-MA）和氯喹

（chloroquine，CQ）的使用降低了自噬标志物

LC3B的活性，并部分恢复了克隆细胞对吉西他

滨的敏感性，这表明自噬在化疗抵抗中发挥重

要作用 ［30］。为了探讨自噬增强是否导致吉西他

滨抗性，我们在AsPC-1克隆细胞中使用3-MA和

CQ进行自噬抑制。当两种抑制剂剂量为5 μmol/L
时，尽管p62的改变不显著，然而LC3B失活和吉

西他滨敏感性恢复在AsPC-1克隆细胞中被显著观

察到，而在uPAR野生型细胞中未见到类似效果

（图5A、B）。这些结果表明，自噬在AsPC-1细
胞中与吉西他滨抗性密切相关，提示自噬抑制剂

可能成为克服化疗抵抗的一种潜在治疗策略。

2.7  p38MAPK信号转导和自噬诱导细胞休眠

自噬已被证明在促进休眠肿瘤细胞存活中发

挥关键作用 ［31］。我们的数据显示，uPAR敲除克

隆细胞中p38MAPK信号通路激活，以及自噬标

志物表达增加，同时伴随着糖酵解标志物GLUL
和MTHFD2的表达降低，提示uPAR可能通过这

些途径影响癌细胞的休眠状态。因此，我们检测

了作为糖酵解标志物的谷氨酸合成酶（glutamate 
ammonia ligase，GLUL）和亚甲基四氢叶酸脱

氢酶2（mitochondrial methylenetetrahydrofolate 
dehydrogenase 2，MTHFD2），作为p38MAPK
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图4  敲除uPAR激活FAK和p38MAPK的表达和促进AsPC-1对吉西他滨化疗抵抗

Fig. 4  uPAR regulates FAK and p38MAPK activity and enhaces gemCitabine resensitivity of AsPC-1 uPAR knockout cells

A: Immunoblot analysis showing increased phosphorylation of FAK and p38, along with elevated levels of LC3B, while p62 levels remain unchanged 
in uPAR knockout (KO) cells. B-D: Restoration of gemCitabine sensitivity (B) and wild-type (WT) signaling phenotype (D) in AsPC-1 uPAR KO 
cells after (C) FAK siRNA knockdown. E-F: Gemcitabine response following p38MAPK knockdown (F) using two siRNAs in AsPC-1 uPAR KO 
cells. G: Re-establishment of the WT signaling phenotype in uPAR KO cells following p38MAPK siRNA knockdown. H: Combined treatment with 
gemcitabine (0.1  µmol/L) and p38 inhibitor JX401 (3 µmol/L) for 72 h in uPAR KO cells. GAPDH was used as a loading control. At least three 
biological replicates. **: P ＜0.01, ***: P＜0.001, Student’s t test, two-sided.
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诱导休眠和静止的标志物  ［32-35］细胞周期蛋白

B1（cycl in B1，CCNB1）和叉头盒蛋白M1
（FoxM1）。Western blot结果显示，与uPAR
野生型相比，uPAR敲除克隆中的MTHFD2、
FoxM1和CCNB1的表达显著降低（图 5C），提

示uPAR通过调节自噬和p38MAPK信号通路，抑

制胰腺癌细胞进入休眠状态。这一发现揭示了

uPAR在肿瘤细胞代谢和休眠状态中的双重调控

作用，为胰腺癌的治疗提供了新的靶 点。

2.8  uPAR基因回补能部分地恢复吉西他滨敏感

性和迁移能力

为了评估uPAR再表达是否可以恢复野生型

表型，我们通过PLAUR基因表达载体转染克隆细

胞以回补uPAR的再表达（图1G、H）。结果显

示，重新表达uPAR可显著抑制p38MAPK和p62
蛋白水平（图5D），并恢复对吉西他滨的敏感性

（图5E）。此外，uPAR的再表达可显著增强细

胞的迁移能力（图5F）。这些结果表明，uPAR
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图5  抑制自噬或uPAR再表达使细胞对吉西他滨重新敏感

Fig.5  Inhibition of autophagy or uPAR re-expression restores gemcitabine sensitivity in uPAR knockout cells

A: Immunoblot analysis of autophagy markers p62 and LC3B following treatment with 3-MA (5 µmol/L) or chloroquine (CQ, 5  µmol/L). B: 
GemCitabine sensitivity after 72 hours of treatment with 3-MA (5 µmol/L) or CQ (5 µmol/L). C: Immunoblot analysis showing altered expression 
of glycolytic enzymes (GLUL, MTHFD2) and cell cycle regulators (FOXM1, CCNB1), suggesting dormancy in uPAR knockout (KO) cells. D: Re-
expression of uPAR in clone 12 cells restored p-p38MAPK and p62 levels to wild-type (WT) levels. E: Re-expression of uPAR restored gemcitabine 
sensitivity in clone 12 cells (0.1 µmol/L). F: Re-expression of uPAR significantly enhanced migratory capacity in clone 12 cells. GAPDH or PARK7 
was used as a loading control. At least three biological replicates were performed. ***: P＜0.001, Student’s t-test, two-sided.
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在调节胰腺癌细胞对吉西他滨的敏感性和迁移

能力中起重要作用，其再表达能够部分地逆转

uPAR缺失带来的药物抗性和迁移缺陷。

2.9  uPAR作为胰腺癌原代类器官对吉西他滨治

疗反应的预测生物标志物

胰腺癌患者来源类器官模型（patient-derived 
organoids，PDO）为临床前治疗评估提供了一

种可靠的工具  ［32］。我们直接从胰腺癌患者样

本中培养PDAC类器官（图6A，传代后的类器

官培养物形态），并评估uPAR作为吉西他滨

疗效预测标志物的价值。通过检测8例胰腺癌

类器官培养物对不同浓度吉西他滨的活力情

况（图 6B），我们计算了吉西他滨的IC50（图

6C），并分析了uPAR和自噬标志物LC3B的表达

情况（图6D）。结果显示，类器官对吉西他滨的

响应与uPAR蛋白水平呈显著负相关（r2=0.66， 
P ＜0.05，图 6E）。高uPAR水平的PDO对吉西

他滨更加敏感，IC50值更小。此外，在低uPAR水

平的PDO（n=3）中，自噬抑制剂CQ与吉西他

滨联合使用显示出协同抗癌活性，而在高uPAR
水平的PDO（n=4）中则未观察到这种协同作用

（图 6E、 F）。这些结果表明，uPAR可作为胰腺

癌吉西他滨治疗反应的预测生物标志物，其表达

水平可帮助预测患者对吉西他滨的敏感性，并指

导个体化治疗方案的制订，进一步提高胰腺癌的

治疗效果。

3 讨　　论

uPAR/PLAUR基因扩增和蛋白水平增加与多

种癌症的生物学特征相关，包括非小细胞肺癌

和胃癌，通常也是不良预后的标志 ［33-34］。我们

的前期研究结果表明，在胰腺癌患者中，uPAR
的扩增与显著缩短的生存期相关 ［35］，特别是在

HNF1A阳性的外分泌样肿瘤亚组中 ［23］。本研究

进一步揭示了uPAR在胰腺癌中的关键作用，它
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图6  uPAR作为胰腺癌来源的类器官对吉西他滨治疗反应的预测生物标志物

Fig. 6  uPAR as a predictive biomarker for gemcitabine sensitivity in PDAC-derived organoids

A: Representative bright-field images of patient-derived PDAC organoids (PDOs) showing three distinct morphologies: organoids with varying 
degrees of budding (top), solid organoids (center), and hollow organoids (bottom). Scale bar: 200 µm. B: Dose-response curves for gemcitabine 
in PDOs cultures (n=8) treated with gemcitabine (0.01-10.00 µmol/L). C: IC50 values for PDOs cultures treated with gemcitabine. D: Immunoblot 
analysis of uPAR and LC3B in protein extracts from eight PDOs, with PARK7 as a loading control. E: Pearson correlation analysis showing a 
significant inverse correlation between uPAR levels and gemcitabine sensitivity (IC50) in PDOs (r2=0.66, P=0.026 2). At least three biological 
replicates were performed. *: P＜0.05, compared with each other; **: P＜0.01, compared with each other; Student’s t test, two-sided. GEM: 
Gemcitabine.

Pan2T P10F

Pan17T P12F

Pan35T P10F

Pan2T
Pan3T
Pan4T
Pan17T
Pan35T
Pan50T
Pan51T
Pan61T

100

50

0

R
el

at
iv

e 
ab

so
rb

an
ce

GEM CB/(μmol·L-1)
0.00 0.05 0.10

6

4

2

0

IC
50

 G
EM

Pan
17

T

Pan
35

T

Pan
51

T
Pan

4T

Pan
50

T
Pan

2T
Pan

3T

Pan
61

T

65×103

25×103

18×103

16×103

61
T K

-ra
s

51
T K

-ra
s

41
T K

/P53

2T
 K

/P53

17
T K

/P53

35
T K

/P53

3T
 K

-ra
s

50
T K

/P53

uPAR

LC3B

PARK7

300

200

100

0

IC
50

 o
f G

EM

0 2 4 6
Relative uPAR

r2 = 0.660
P = 0.026 2

0.6

0.4

0.2

0.0R
el

at
iv

e 
vi

ab
ili

ty
/%

MTS GEM+CQ, 72 h

GEM

GEM
+C

Q
GEM

GEM
+C

Q
GEM

GEM
+C

Q
GEM

GEM
+C

Q
GEM

GEM
+C

Q
GEM

GEM
+C

Q
GEM

GEM
+C

Q

■■ 50 T
■■ 2 T
■■ 4 T
■■ 3 T
■■ 35 T
■■ 17 T
■■ 51 T

**

* *

A

D

B

E

C

F

能够增强胰腺癌细胞的运动、增殖和肿瘤形成，

并通过抑制FAK/p38MAPK信号转导增强胰腺癌

细胞对吉西他滨的治疗敏感性。

尽管uPAR的主要功能是通过促进uPA酶反

应和ECM的降解来调节细胞行为，但它也具有

与细胞外力传递相关的功能，这与uPA酶活性

无关  ［20］。细胞外基质（extracellular matrix，
ECM）与整联蛋白的相互作用介导了癌细胞的

内在化学耐药性，这种现象也被称为细胞黏附

介导的耐药性 ［36］。细胞黏附介导的耐药性的机

制主要包括整联蛋白与ECM的强烈结合，进而

激活FAK和p38MAPK信号转导，并诱导细胞进

入休眠状态以增加对化学药物的抵抗性。先前

的研究  ［16］表明，FAK的磷酸化介导了AsPC-1
细胞对药物的耐药性，而p38MAPK的活化状态

对于TP53突变肿瘤对铂类化合物的反应至关重

要 ［37］。此外，自噬对PDAC的生长和发展也起

着重要作用 ［38］，该研究 ［38］还证实自噬的抑制

能够阻碍胰腺癌移植瘤的生长和进展。在其他癌

症中的研究 ［28，39］表明，uPAR和纤连蛋白可促

进p38MAPK信号转导向RAS-ERK转换，从而促

使细胞从休眠状态转向增殖状态 ［40］。我们的研

究显示了，uPAR通过抑制FAK/p38MAPK信号转

导诱导胰腺癌细胞的EMT，并增加EMT相关的增

殖和迁移。值得注意的是，尽管许多癌细胞在经

历EMT后会产生化学耐药 ［41］，但我们观察到表

达uPAR的细胞对吉西他滨的敏感性高于uPAR缺

陷的细胞。

本研究结果具有潜在的临床意义。我们之

前的研究已经表明，uPAR基因扩增水平与胰腺

癌患者的不良预后密切相关  ［35］。我们现在可

以解释为什么那些uPAR低表达且p38MAPK活性

高的PDAC患者相比于表达uPAR高或uPAR低和

p38MAPK低的患者表现更好。此外，我们的发

现为制订更有针对性的化疗方案提供了依据：

考虑到uPAR高表达患者的预后通常较差，抑制

uPAR可能有助于减缓肿瘤生长和转移，并提高

肿瘤对化疗的敏感性。另一方面，在uPAR低表

达但p38MAPK活性高的肿瘤患者中，联合使用

自噬抑制剂（如氯喹）和化疗药物可能会增强治
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疗效果。早期的临床试验 ［42-43］已经证明，氯喹

与其他细胞毒性药物联合应用可以提高多种实体

瘤的治疗效果。

综上所述，本研究揭示了胰腺癌中uPAR扩

增的作用机制，即通过下调MAPK/ERK信号转

导途径，抑制FAK-p38MAPK介导的EMT、细胞

休眠、自噬和化学耐药性。我们的实验还发现，

类器官对吉西他滨的响应与uPAR蛋白水平呈负

相关。高表达uPAR的胰腺癌类器官对吉西他滨

的IC50更低，提示其对该药物有更好的响应。此

外，我们在原代胰腺癌来源的7个类器官中观察

到3例呈现出协同抗肿瘤活性：自噬抑制剂氯喹

联合吉西他滨在低uPAR水平的胰腺癌类器官中

显示出协同的抗癌活性，而在高uPAR水平的胰

腺癌类器官中未观察到这种协同作用。因此，胰

腺癌患者的治疗策略应基于其uPAR和p38MAPK
的表达水平进行个体化选择。对于uPAR高表达

的患者，uPAR的抑制可能是一种有效的治疗策

略；而对于uPAR低表达但p38MAPK活性高的患

者，则应考虑联合使用自噬抑制剂和化疗药物。
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