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低表达miR-33a诱导胰腺癌细胞 
对吉西他滨的耐药

梁晨，王瑧，李影奕 

复旦大学附属肿瘤医院肿瘤研究所，复旦大学上海医学院肿瘤学系，上海 200032

　　［摘要］　背景与目的：胰腺癌是一种恶性程度很高的肿瘤。由于其对一线化疗药物吉西他滨的耐受，

往往导致预后较差。MicroRNA(miRNA，miR)是一类非编码小RNA，参与肿瘤的多种生物学功能。miR-33a作为

代谢相关的miRNA被广泛研究，而与耐药之间关系的报道较少。该研究通过探讨miR-33a参与胰腺癌吉西他滨

耐药及其作用解析，为胰腺癌化疗提供新的理论依据。方法：采用原位杂交方法检测胰腺癌组织中miR-33a的

表达情况；采用实时荧光定量PCR(Real-time PCR)检测各胰腺癌细胞系中miR-33a的表达情况。利用SW1990和

Miapaca-2胰腺癌亲本细胞株，构建吉西他滨耐药细胞株(SW1990res，Miapaca-2res)及miR-33a稳定表达细胞株

(SW1990-miR-33a，Miapaca-2-miR-33a、SW1990res-miR-33a和Miapaca-2res-miR-33a)；采用细胞毒性实验检测

miR-33a的表达对胰腺癌细胞对吉西他滨敏感性的影响。结果：miR-33a在胰腺癌组织样本中普遍低表达。与

HEK293T正常人胚肾细胞相比，其在各胰腺癌细胞系中均呈低表达。miR-33a过表达可以增加胰腺癌细胞对吉西

他滨的药物敏感性，能有效逆转胰腺癌细胞对吉西他滨的耐药。结论：miR-33a在胰腺癌组织中低表达，导致

胰腺癌患者对吉西他滨获得性耐药。增加miR-33a表达，从而增强了胰腺癌细胞对吉西他滨的药物敏感性，为

开发新型胰腺癌分子靶向治疗药物，联合化疗提供新的理论依据。
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　　［Abstract］ Background and purpose: Pancreatic cancer is one of the most deadly human malignant 
neoplasms. Resistance to chemotherapeutic drugs is a major reason responsible for poor prognosis in the treatment of 
pancreatic cancer patients. MicroRNA (miRNA, miR) is a family of small non-coding RNA molecules, dysregulated 
miRNA is associated with various tumor biological function. miR-33a has been widely reported as a metabolism-
related miRNA, while its relationship with drug resistance has little understand. This study was focused on the effect of 
miR-33a on gemcitabine chemoresistance in pancreatic cancer to bring the novel theoretical basis to chemotherapy for 
pancreatic cancer. Methods: In situ hybridization and Real-time PCR were used to analyze the miR-33a expressions 
in pancreatic cancer tissue sample and cell lines, respectively. Cell counting kit 8 (CCK-8) assay was used to calculate 
the IC50 value of different pancreatic cancer cells. Results: miR-33a was down-regulated in pancreatic cancer tissue 
and cell lines compared with para-cancerous tissues and normal HEK293T cells. Moreover, miR-33a over expression 
not only could enhance the chemosensitivity to gemcitabine in pancreatic cancer cells, but also rescue the gemcitabine 
resistance in pancreatic cancer cells. Conclusion: Down regulation of miR-33a in pancreatic cancer decreases the 
chemosensitivity to gemcitabine, resulting in development of acquired gemcitabine chemoresistance. It provides the 
theoretical basis to develop a new molecular targeted drug to combine with chemotherapy for pancreatic cancer.
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　　胰腺癌是一类恶性程度很高的肿瘤，病死

率居恶性肿瘤的第4位［1］。目前，胰腺癌的5年

总生存率<5%，并且中位生存期<1年［2］。吉西

他滨作为胰腺癌化疗的一线药物用于临床已经

有十几年，但是大部分胰腺癌患者会出现对吉

西他滨的耐药，最终导致化疗失败［2-3］。近期

有研究［4-5］发现通过调控吉西他滨在细胞内的

代谢，诱导耐药的发生，但其耐药的分子机制

还不完全清楚。因此，探讨胰腺癌对吉西他滨

耐药的分子生物学机制，对于胰腺癌的个体化

治疗及预后评估具有重要的价值。

　　MicroRNA(miRNA，miR)是一类长约22个

碱基的非编码小RNA。它们可以在转录后对其

靶基因进行沉默调控，从而发挥癌基因或抑癌

基因的作用［6-8］，并且miRNA的表达失调也参

与了胰腺癌细胞的增殖、转移、化疗耐药和肿

瘤的预后评估［6-9］。miR-33a作为脂质代谢重要

的调节分子被广泛报道［10-11］，其与肿瘤之间的

关系也越来越受到研究者的关注，但是目前其

与吉西他滨耐药的关系研究较少。本研究通过

探讨miR-33a参与胰腺癌吉西他滨耐药及其作用

解析，为胰腺癌化疗提供新的理论依据。

1　材料和方法

1.1　细胞系

　　人类胰腺癌细胞株PCI55是由日本金泽大学

肿瘤研究所惠赠，其余胰腺癌细胞株均购自于

美国模式培养物保藏所(American Type Culture 
Collection，ATCC)。其中，人胰腺癌细胞株

PCI55、Miapaca-2和PANC-1培养于含10%胎牛

血清的RPMI-1640培养基中培养，置于37 ℃、

CO2体积分数为5%的培养箱中培养。Capan-1、

SW1990和人胚肾HEK293T细胞培养于含10%胎

牛血清的DMEM培养基中，置于37 ℃、CO2体

积分数为5%的培养箱中培养(培养基和血清均购

自Biosera公司)。
1.2　锁核酸原位杂交(locked nucleic acid in 
situ hybridization，LNA-ISH)检测

　　人胰腺癌组织来自复旦大学附属肿瘤医

院，并且经过患者知情同意。组织经过脱蜡，

于37 ℃用蛋白酶K消化15 min，随后通过梯

度酒精脱水。250 nmol/L的5’-和3’-端用地高

辛双标记的miR-33a探针 (序列为：5’-Dig_ 
N-TGCAATGCAACTACAATGCAC-Dig_N-3’；
购自丹麦Exiqon公司)50 ℃杂交过夜。随后依次

用5×SSC、1×SSC和0.2×SSC缓冲液彻底清洗切

片。再用封闭液封闭30 min，然后用碱性磷酸

酶标记的抗地高辛抗体在37 ℃温育30 min，再

通过NBT/BCIP作为碱性磷酸酶的底物，37 ℃
反应120 min，产物显示为深蓝色，最后用核固

红染核，封片，显微镜下观察。本研究采用5S 
rRNA探针或灭菌蒸馏水代替miR-33a探针，分

别作为阳性对照和阴性对照。原位杂交结果判

断：miR-33a的表达由阳性细胞的数量和阳性强

度来评分，阳性细胞数量(<5%为0分；5%~50%

为1分；>50%为2分)，阳性强度(无色为0分；

淡蓝色为1分；蓝紫色为2分)，2者评分相乘，0
分定为阴性，1~2分定为低表达，3~4分定为高 

表达。

1.3　实时荧光定量PCR(Real-time PCR)检测

　　利用TRIzol(购自美国Invitrogen公司)提取

细胞中总的RNA，用PrimeScript RT Reagent Kit
［购自宝生物工程(大连)有限公司］将RNA
反转录成cDNA。再用SYBR® Premix Ex Taq™ 
Ⅱ，ROX Reference Dye［购自宝生物工程

［ (大连 )有限公司］，按照产品说明书进行

Real-time PCR检测。U6 snRNA引物序列上游

为5’-CTCGCTTCGGCAGCACA-3’；下游为

5’-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3’，由生工

生物工程(上海)股份有限公司合成。miR-33a
的引物购自广州锐博生物科技有限公司。通过

ΔΔCt方法计算目的基因的相对表达量，结果

以x±s表示。

1.4　胰腺癌吉西他滨耐药细胞系建立

　　采用间歇浓度梯度倍增法诱导建立胰腺

癌耐药细胞株SW1990res和Miapaca-2res。具体

过程：在6孔板中分别接种4×104个的SW1990
和Miapaca-2细胞，至对数生长期，加入吉西

他滨，使其在SW1990的培养基中终浓度为 
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0 . 2 5  μ m o l / L， 而 对 M i a p a c a - 2的 终 浓 度 为 

0.5 μmol/L。在培养箱内共同培养48 h后，弃含

药培养液。待存活细胞长至80%传代2次，再重

复同一剂量的药物培养；至较稳定后，依次递

增每次使用药物浓度，直至其对高浓度的吉西

他滨产生稳定耐药性(SW1990res 和Miapaca-2res两

细胞株对吉西他滨稳定耐受的最高浓度分别是

32和64 μmol/L)，并且在无药培养液中以及反复

冻存后耐药性依然保持稳定。

1.5　利用慢病毒构建miR-33a的稳定表达细 

胞株

　　将人类miR-33a序列 (GUGCAUUGUA 
GUUGCAUUGCA) 插入到慢病毒表达载体

pCDH-CMV-copGFP中，构建成miR-33a过表

达质粒。使用LipofectamineTM 2000(购自美国

Life Technologies公司)将pCDH-CMV-copGFP-
miR-33a表达质粒与病毒包装质粒ps-PAX2和

pMD2.G共转染至HEK293T细胞中，转染后

48 h收集病毒液。将收集得到的病毒液分别感

染SW1990、SW1990res、Miapaca-2和Miapaca-
2res胰腺癌细胞，并在培养基中加入8 μg/mL 
polybrene(购自美国Sigma公司)。感染48 h后收

集细胞，通过流式细胞仪分选最终获得miR-33a
稳定表达细胞株SW1990-miR-33a、SW1990res-
miR-33a、Miapaca-2-miR-33a和Miapaca-2res 

-miR-33a。

1.6　吉西他滨半数抑制浓度(IC50)检测

　　取对数生长期的胰腺癌细胞，按1×10 4 

个/孔接种于96孔板中，每孔100 μL，贴壁培养 

24 h后吸出培养基。以培养基稀释吉西他滨贮

液配制不同浓度的吉西他滨，然后每孔分别加

入相应培养基100 μL，每个浓度设置6个复孔；

同时设置无药物的细胞对照组和无细胞的空白

对照组。处理48 h后，每孔加入10 μL CCK-8
［东仁化学科技(上海)有限公司］溶液，37 ℃
温育2 h，在酶标仪450 nm波长下测定吸光度(A)

值。计算并绘制药物剂量—存活率曲线，利用

GraphPad PRISM 5.0软件计算IC50。实验重复 

3次。

1.7　统计学处理

　　采用SPSS 17 .0软件对数据进行分析。

计量数据以x±s 表示，采用S tuden t  t检验对

资料进行统计分析，P<0.05为差异有统计学 

意义。

2　结　　果

2.1　miR-33a在胰腺癌组织中低表达

　　本研究收集了40例胰腺癌患者的肿瘤组织

标本，通过原位杂交技术检测miR-33a的表达

情况。与阳性对照和阴性对照相比较，结果发

现，miR-33a在胰腺癌的癌旁组织和癌组织中均

表达，并且，miR-33a在胰腺癌的癌旁组织中高

表达，在胰腺癌组织中普遍为低表达(47.5%)或
阴性(30%)，表明miR-33a在胰腺癌组织中的表

达被抑制，提示miR-33a可能是一种抑制癌症的

miRNA(图D)。
2.2　miR-33a在胰腺癌细胞系中低表达

　　本研究进一步检测了胰腺癌细胞系中miR-
33a的表达水平。本研究分别提取了Capan-1、

Miapaca-2、PANC-1、PCI55和SW1990各胰腺

癌细胞株的总RNA，通过Real-time PCR检测

发现，miR-33a在Capan-1细胞中表达量相对较

低，在SW1990中表达量相对较高，但是各胰腺

癌细胞系miR-33a的表达量均明显低于正常人胚

肾HEK293T细胞(图2)。
2.3　miR-33a可以增强胰腺癌细胞对吉西他滨

的敏感性

　　利用 Miapaca -2 和SW1990 胰腺癌细胞

构 建 了 2 株 m i R - 3 3 a 的 稳 定 过 表 达 细 胞 株 ，

分别是Miapaca-2-miR-33a和SW1990-miR-
33a，并通过Real-t ime PCR证实了miR-33a
在 2 株 细 胞 株 中 过 表 达 ， 提 示 稳 定 转 染 细 胞

株构建成功 (图3A、B)。采用细胞毒性实验

检测了miR-33a对胰腺癌细胞吉西他滨敏感

性的影响，结果显示，SW1990和SW1990-
miR-33a的IC50分别为500和200 nmol/L，可

见miR-33a过表达细胞株，经吉西他滨处理

后，细胞活力显著受到抑制，提示细胞过表
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达miR-33a可以增强其对吉西他滨的敏感性 

(图3C)。此外，亲本细胞株Miapaca-2的IC50为 

1 000 nmol/L，而Miapaca-2-miR-33a细胞的IC50

为331 nmol/L，IC50也明显降低，说明经吉西他

滨处理后，miR-33a过表达细胞株的细胞活力更

容易受到抑制(图3D、E)。

图 1　原位杂交检测miR-33a在胰腺癌组织中的表达情况

Fig. 1    Aberrant expression of miR-33a in human pancreatic cancer tissue detected by in situ hybridization

 (×400) 

 A: Positive control (5S rRNA) in tumor tissues; B: Negative control (H2O) in tumor tissues; C: High expression in para-cancerous tissues; D: Low 
expression in tumor tissues; E: Negative expression in tumor tissues; F: The pie chart summarized the frequency of miR-33a expressions of each 
grade in 40 pancreatic cancer samples.

图 2　miR-33a在各胰腺癌细胞系和HEK293T细胞中的表达情况

Fig. 2    Expression profiling of miR-33a in human pancreatic cancer cell lines and HEK293T

 The dashed line indicated that the average level of miR-33a expression in 5 pancreatic cancer cell lines.
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图 3　miR-33a过表达可以增强胰腺癌细胞的吉西他滨的敏感性

Fig. 3    Over expression of miR-33a could increase the chemosensitivity to gemcitabine in pancreatic cancer cells

 A: Analysis for relative miR-33a expression in SW1990 cells with stable expressing miR-33a; B: Analysis for relative miR-33a expression in 
Miapaca-2 cells with stable expressing miR-33a; C: The gemcitabine IC50 value of SW1990 and SW1990-miR-33a cells; D: The gemcitabine IC50 
value of Miapaca-2 and Miapaca-2-miR-33a cells; E: The column diagram visually summarized IC50 value of the 4 cells. **: P<0.01.

2.4　miR-33a可以逆转胰腺癌细胞对吉西他滨

耐药

　　为了考察miR-33a对吉西他滨耐药的影响，

本研究构建了2株吉西他滨耐受的胰腺癌细胞

系，分别是SW1990res和Miapaca-2res。SW1990res

和Miapaca-2 res耐药细胞的 IC 50分别是100和 

1 6 8  μ m o l / L ， 结 合 亲 本 细 胞 株 S W 1 9 9 0 和

M i a p a c a - 2 对 吉 西 他 滨 的 I C 5 0分 别 为 0 . 5 和 

1 μmol/L，由此计算得出耐药指数分别是200
和168，提示成功建立胰腺癌吉西他滨耐药细

胞株。Real-time PCR检测结果提示，在吉西他

滨耐药的胰腺癌细胞株SW1990res和Miapaca-2res

中，miR-33a的表达被进一步抑制(图4A)。由

于前期研究结果显示，miR-33a可以增强胰腺

癌细胞对吉西他滨的敏感性，所以我们进一步

探讨miR-33a过表达能否逆转耐药细胞株对吉

西他滨的耐药性。首先，构建稳定过表达miR-
33a的SW1990res-miR-33a和Miapaca-2res-miR-33a
细胞株。Real-time PCR检测结果显示，miR-
33a稳定转染的耐药细胞株构建成功(图4B)。

细胞毒性实验结果表明，miR-33a过表达耐药

细胞株SW1990res-miR-33a和Miapaca-2res-miR-
33a的IC50分别28和60 μmol/L，经吉西他滨处理

后，IC50明显降低，细胞活力显著受到抑制，

从而有效地逆转耐药细胞株对吉西他滨的耐受 

(图4C~E)。
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3　讨　　论

　　化疗耐受普遍发生在肿瘤治疗过程中，也

是一些肿瘤患者治疗失败的重要原因。目前

研究表明，胰腺癌耐药是由多种机制调控产

生，参与获得性耐药的共同机制主要有以下几

个方面：①Survival通路的激活是诱导耐药的

重要机制之一［12］；②药物排泄增加，如多药

耐药基因1(MDR-1)所表达的p-gp是ATP依赖性

转运体，可以将大部分药物在起效前排出细 

胞［13］；③药物作用的下游分子发生过表达或

突变，进而发生耐药［14］。吉西他滨作为细胞

周期特异性药物，可以被代谢为具有活性的三

磷酸核苷，与dCTP竞争掺入DNA链中，抑制

DNA的复制，进而引起细胞凋亡［4］。吉西他

滨目前仍被视为治疗胰腺癌最为有效的化疗

药物之一，然而其化疗耐受是胰腺癌治疗过

程中的一个重要障碍，并且其耐受的具体机

制尚不清楚。因此，吉西他滨耐药机制作为

图 4　miR-33a过表达可以逆转胰腺癌耐药细胞对吉西他滨的耐药

Fig. 4    Over expression of miR-33a could reverse the gemcitabine resistance in resistant pancreatic cancer cells

 A: Analysis for relative miR-33a expression in gemcitabine resistant SW1990 cells and Miapaca-2 cells; B: Analysis for relative miR-33a 
expression in resistant cells and miR-33a over expression; C: The gemcitabine IC50 value of SW1990res and SW1990res-miR-33a cell; D: The 
gemcitabine IC50 value of Miapaca-2res and Miapaca-2res-miR-33a cell; E: The column diagramvisually summarized IC50 value of the 4 cells.
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胰腺癌研究的热点，有助于开发和完善胰腺癌

的治疗方法。人类平衡型核苷转运体1(human 
equilibrative nucleoside transporter-1，hENT-1)
的表达下降，限制了吉西他滨的细胞内摄取，

是公认的体外耐药机制之一［15］。当吉西他滨

被摄取进入细胞后，若脱氧胞苷激酶的活性丧

失，将阻碍其转变为单磷酸盐，进而影响其

合成活性形式，最终导致耐药的发生。核苷

还原酶的过表达，同样通过抑制DNA的合成

和修复参与吉西他滨的耐药过程［16］。此外，

AKT依赖途径对于吉西他滨耐药也起到了重要 

 作用［17］。

　　近年来，随着研究不断深入，发现miRNA
与肿瘤的增殖、凋亡以及耐药有着密切的关

系［9］。因此，在肿瘤的分子生物学研究中，

miRNA作为一种非编码RNA得到了广泛关

注，并且有望作为部分肿瘤的诊断和预后指 

标［18-19］。有报道［10］显示，miR-33a对胆固醇

的合成和脂质代谢有着重要的调节作用，并且

可以通过激活AKT的磷酸化，促进合成细胞

外基质，导致肝硬化的形成［20］。但是它与肿

瘤的关系目前研究较少，具体的作用机制也不

完全清楚。Thomas等［21］发现，miR-33a在淋

巴瘤、肝癌和结肠癌等多种肿瘤细胞中普遍低

表达，并且发挥了抑癌基因的作用。在本研究

中，同样发现miR-33a在各胰腺癌细胞中表达受

到抑制，因此推测其在胰腺癌中也起到了一定

抑癌作用。

　　有报道［11］显示，miR-33a可以通过下调

TWIST的表达，促进骨肉瘤细胞发生顺铂耐

药。然而，本研究结果发现，miR-33a在胰腺

癌细胞中对吉西他滨有着一定的增敏作用。

由于miRNA在不同的细胞中可以通过降解不

同的靶基因发挥不同的生物学功能 ［22］，所

以miR-33a可能在胰腺癌中有特殊的靶基因，

并且在胰腺癌细胞中对吉西他滨的增敏作用

也具有一定的细胞特异性及组织特异性。有

报道［23］显示，miR-33a有多个肿瘤相关靶基

因，其中细胞周期蛋白依赖性激酶6(cyclin-
dependent kinase 6，CDK6)就是一个重要靶

基因，其通过下调CDK6影响细胞周期，抑

制细胞增殖。Fang等［24］发现，miR-33a可以

下调β-catenin的表达，进而负向调控Wnt信号

通路。此外，miR-33a还可以下调Pim-1(一种

肿瘤相关激酶)的表达，从而影响细胞增殖能 

力［21］。由于这些靶基因同样可以参与到肿瘤

化疗的耐药过程中［14］，所以，本研究推测，

miR-33a可能在胰腺癌细胞中通过下调这些靶

基因抑制细胞的增殖，进而增加细胞对吉西他

滨的敏感性，但是具体机制还有待进一步的 

研究。

　　此外，miRNA的表达往往受到某些刺激调

控，如乏氧等［25-26］。本研究发现，在胰腺癌耐

药细胞中，miR-33a的表达水平明显低于亲本细

胞，可能吉西他滨激活了细胞中的相关通路，

进而对miR-33a的表达起到抑制作用，最终诱导

细胞发生获得性吉西他滨耐药。但是经吉西他

滨处理后诱导miR-33a表达抑制的具体机制尚需

进一步研究，以阐明miR-33a与耐药的关系。

　　综上所述，miR-33a是胰腺癌中一种新型的

吉西他滨增敏分子，可以有效逆转吉西他滨的

耐药。利用其进行基因靶向治疗，可能为临床

治疗难治性胰腺癌提供新的思路。
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