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［摘要］  背景与目的：单羧酸转运蛋白1（monocarboxylate transporter 1，MCT1）是细胞转运乳酸、丙酮酸等代谢产物

及能量物质的一种重要蛋白质，其在胰腺导管癌中的作用及机制鲜有研究报道。该研究旨在探讨MCT1在胰腺导管癌中的

表达及临床病理学意义。方法：纳入78例胰腺导管癌患者的癌组织及癌旁正常组织，运用免疫组织化学技术检测MCT1在

癌组织和癌旁正常组织中的表达水平并分析其临床病理学意义。在体外细胞系水平上，我们运用胰腺癌细胞系PANC-1和
Capan-1，运用细胞克隆形成实验、细胞划痕和Transwell实验分析沉默MCT1后胰腺癌细胞增殖、迁移和浸润的改变。为明

确MCT1的相关作用机制，我们通过生物信息学分析，预测miR-124-3p是MCT1的潜在调控微小RNA；为了进一步验证，我

们运用双荧光素酶报告实验分析miR-124-3p对MCT1的调控效果；运用实时荧光定量聚合酶链反应（real-time fluorescence 

quantitative polymerase chain reaction，RTFQ-PCR）分别检测51对新鲜胰腺癌组织中MCT1和miR-124-3p的基因表达并分析

两者的相关性。结果：MCT1的阳性表达主要位于细胞膜和细胞质。相比癌旁正常组织，MCT1在胰腺导管癌组织中显著高

表达，其表达水平与胰腺导管癌的分化程度、临床分期、淋巴结转移和不良预后具有显著相关性。在体外细胞系水平上，

沉默MCT1能够显著抑制胰腺癌细胞系PANC-1和Capan-1的增殖、迁移和浸润；miR-124-3p在胰腺癌组织中显著低表达，

并且与MCT1 mRNA的表达具有显著负相关性，能够负调控MCT1的蛋白表达。结论：MCT1是胰腺导管腺癌的致癌基因，

miR-124-3p能够负调控MCT1的表达。
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［Abstract］ Background and purpose: Monocarboxylate transporter 1 (MCT1) is commonly seen to be significantly over-

expressed in cancer tissues that takes charge of transporting the lactate, pyruvate and their derivatives belonging to monocarboxylate 

in cells.  However, the role of MCT1 in pancreatic ductal adenocarcinoma has rarely been described. This study aimed to investigate 

the expression of MCT1 and its clinicopathological significance. Methods: The tumor tissues from 78 cases of pancreatic ductal 

adenocarcinoma and the paired normal control tissues were collected. Immunohistochemistry was performed to detect and 

analyze the expression of MCT1 and its clinicopathological significance. In vitro, pancreatic ductal adenocarcinoma cell lines  

PANC-1 and Capan-1 were used to analyze the biological role of MCT1 in the proliferation, migration and invasion of cancer cells 
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　　胰腺导管癌是一种恶性程度很高的消化道恶

性肿瘤，5年生存率不足8%［1］。90%的胰腺癌为

起源于胰腺管上皮的导管腺癌，侵袭性强，易转

移，早期确诊率低，手术死亡率高，治愈率低，

是预后极差的恶性肿瘤之一［2］。胰腺导管癌的

侵袭转移机制尚不明确。肿瘤细胞的增殖依赖于

有氧糖酵解；葡萄糖的有氧糖酵解产生大量的乳

酸，导致酸性的肿瘤微环境［3］。研究发现，酸

性的肿瘤微环境有助于肿瘤细胞的局部浸润、转

移及肿瘤复发［4］。由此可见，乳酸代谢在肿瘤

中起着重要作用［5］。因此，研究胰腺导管癌中

的乳酸代谢有着重要意义。

　　单羧酸转运蛋白1(monocarboxylate transporter 
1，MCT1）是一种跨膜蛋白，几乎存在于所有

肿瘤细胞中，主要参与转运酮体、乳酸及丙酮酸 
等［3］。在肿瘤细胞中，有氧糖酵解是主要的代

谢方式［6］，细胞内代谢产生的乳酸增多，需要

依赖于MCT1及时将细胞内的乳酸转运至细胞

外，维持细胞内的pH值不至于过低；同时，乳

酸亦可以作为“替代燃料”，当细胞内的葡萄糖

缺乏时，肿瘤细胞会利用乳酸作为能源，MCT1
会将细胞外游离的乳酸转运至细胞内，以维持肿

瘤细胞的能量需求［7］。因此，MCT1在乳酸转运

及代谢中起着重要作用。研究证实，MCT1在肿

瘤发生、发展及转移中发挥着重要作用［8］，但

MCT1在胰腺导管癌中的作用仍不清楚，有待于

进一步研究。本研究拟从体内胰腺导管癌临床组

织水平及体外细胞系水平探讨MCT1在胰腺导管

癌组织中表达的临床病理学意义及在胰腺导管癌

细胞系迁移浸润中的作用。

1 材料和方法

1.1  组织样本

　　从济南市人民医院病理科调取2006—2010年

手术切除的胰腺导管癌组织及癌旁正常组织样本

78对，组织均为术前病理冰冻诊断所取，未经任

何放化疗。所有样本均经常规石蜡切片，H-E染

色，并由高年资临床病理科医师检查确诊为胰腺

导管癌。从济南市人民医院普外科收集51对新鲜

液氮速冻的胰腺癌及癌旁正常组织标本用于提取

总RNA。本研究所调取的石蜡包埋样本和液氮冻

存的新鲜组织均得到济南市人民医院医学伦理委

员会批准，所有样本均由相应的患者签署知情同

意书。

1.2  细胞培养与miRNA转染

　　胰腺癌细胞系PANC-1（人胰腺上皮样癌

细胞，超三倍体）和Capan-1（人胰腺上皮肿

瘤细胞，携带BRCA2 6174位移码突变）购自中

国医学科学院肿瘤医院肿瘤细胞库。PANC-1和

Capan-1接种到含10%胎牛血清和双抗的RPMI-
1640培养基中，置于37 ℃、CO2体积分数为5%

的细胞培养箱中静置培养。MCT1慢病毒干扰

载体的MCT1干扰序列、对照序列及具体构建

方法主要参照参考文献［9］进行。干扰序列

及其对照序列主要由生工生物工程（上海）股

份有限公司合成。病毒转染参照病毒载体说明

书进行。miR-124-3p mimic（5’-UAAGGCACG 

using clonogenic, wound-healing and Transwell assays. To explore the relevant mechanism by which MCT1 functions in pancreatic 

cancer cells, miR-124-3p was predicted to be a putative regulatory miRNA. To further confirm the potential regulation, luciferase 

reporter assay was used. Moreover, both mRNA of MCT1 and miR-124-3p were detected using real-time fluorescence quantitative 

polymerase chain reaction (RTFQ-PCR) in additional 51 paired cases of pancreatic ductal adenocarcinoma and their normal controls. 

Results: The positive expression of MCT1 was mainly located in the cell membrane and cytoplasm and remarkably up-regulated in 

pancreatic ductal adenocarcinoma tissues compared with paired normal control tissues. Over-expressed MCT1 significantly correlated 

with differentiation, clinical stage, lymph node metastasis and poor overall prognosis. In vitro, silencing of MCT1 was shown to be 

able to markedly suppress the proliferation, migration and invasion of PANC-1 and Capan-1 cells. miR-124-3p was identified to be 

able to negatively regulate MCT1 expression. Conclusion: MCT1 is an oncogene in pancreatic ductal adenocarcinoma, and miR-124-

3p can negatively modulate the expression of MCT1 in pancreatic ductal adenocarcinoma.

［Key words］ Pancreatic ductal adenocarcinoma; Monocarboxylate transporter 1; Prognosis; Metastasis; miR-124-3p

张　敏，等  单羧酸转运蛋白1促进胰腺导管癌细胞浸润转移的机制研究



《中国癌症杂志》2019年第29卷第3期 185

CGGUGAAUGCC-3’）、miR-124-3p inhibitor
（5’-GGCAUUCACCGCGUGCCUUA-3’）

和阴性对照miR-124-3p-scramble（5’-ACUA 
CUGAGUGACAGUAGA-3’）均由上海吉玛制药

技术有限公司设计合成用于转染胰腺癌细胞。

miR-124-3p mimic、miR-124-3p inhibitor和阴性对

照miR-124-3p-scramble转染根据参考文献［10］

进行具体操作。

1 .3   总RNA提取及实时荧光定量聚合酶链

反应（real-time fluorescence quantitative 

polymerase chain reaction，RTFQ-PCR）检测

　 　 运 用 T R I z o l （ 购 自 美 国 T h e r m o  F i s h e r 
Scientific公司）法提取细胞总RNA。取1 μg总

RNA用NCode™ miRNA第一链cDNA合成试剂盒

进行mRNA或miRNA反转录成20 μL体系cDNA。

使用SYBR Green Master mix（购自日本Takara公

司）和IQ5 RTFQ-PCR系统（购自美国Bio-Rad
公司）扩增cDNA模板。检测MCT1 mRNA以

β-actin作为内参基因，检测miR-124-3p则以U6作

为内参基因。miR-124-3p茎-环结构反转录引物序

列：5’-GCCTATGGCTTTTTATTCCTATGT-3’。
反转录条件：16 ℃、30 min，42 ℃、30 min，

75 ℃、15 min。反转录结束后进行PCR扩增。

PCR反应体系按试剂盒说明配制。miR-124-3p
的正义链为5’-GCTAAGGCACGCGGTG-3’，

反义链为5’ -GTGCAGGGTCCGAGGT-3’；

MCT1的正义链为5’-AAGGCATCCAGACCAGA 
AACCG-3’，反义链为5’ -AGCATCGAGCA 
G G G C T C T A A C C - 3 ’ ； U 6 的 正 义 链 为

5 ’ - G T G C T C G C T T C G G C A G C A C AT A
T A C T A A A A T T G G A A - 3 ’ ， 反 义 链 为

5 ’ - AT C C A G T G C A G G G T C C G A G G  - 3 ’ ，

特 异 性 反 转 录 引 物 为 5 ’ - G T C G TAT C C A G T
G C A G G G T C C G A G G TAT T C G C A C T G G A
TACGACAAAATA-3’；β -ac t in的正义链为

5’-GAAAGCCTGCCGGTGACTAA-3’，反义链为

5’-AGGAAAAGCATCACCCGGAG-3’。PCR扩

增的反应条件为：95 ℃、2 min，95 ℃、30s， 

6 0  ℃ 、 3 5  s ， 共 4 0 个 循 环 ， 记 录 循 环 阈 值

（Ct），采用2﹣△△Ct法计算miR-124-3p和MCT1 

mRNA的相对表达量。每组实验重复3次。

1.4  荧光素酶报告检测

　　为了验证miR-124-3p能否结合MCT1 3’-UTR
序列，我们运用生物信息学分析预测MCT1 3’-
UTR序列，发现MCT1 3’-UTR序列上具有miR-
124-3p的结合位点。我们自行构建了在GV272载

体上亚克隆包含预测结合位点或突变的3’-UTR
的片段。经生工生物工程（上海）股份有限公司

DNA测序验证正确后，使用LipofectamineTM3000
根据说明书将该质粒与miR-124-3p mimic或

scramble序列共转染至HEK-293T细胞中，转染

后48 h收集细胞，用双荧光素酶报告系统进行 

分析。

1.5  免疫组织化学检测

　　石蜡切片均应放置到60 ℃恒温箱中烘烤

1 h；石蜡切片移入新鲜配制二甲苯溶液中浸泡

20 min，更换二甲苯后再次浸泡20 min；切片

分别置于梯度乙醇中进行脱蜡处理；蒸馏水；

3%H2O2浸泡切片10 min，尽可能灭活内源性过氧

化物酶；PBS清洗后，进行柠檬酸缓冲液抗原热

修复。滴加羊血清封闭液，室温温育1 h；弃去封

闭液并直接滴加一抗（稀释度1∶200，购自美国

Origene公司），切片置于免疫组织化学湿盒中，

于4 ℃冰箱中温育过夜；第2天，弃去一抗，PBS
清洗3次，每次5 min；滴加相应的二抗（鼠/兔
通用型二抗，购自北京中杉金桥生物技术有限公

司），室温温育1 h；PBS清洗3次，每次5  min；

每张切片滴加1滴新鲜配制的DAB显色液进行显

色，当肉眼可见切片组织呈棕色或显微镜观察到

组织经DAB显色后呈现出浅棕色着色时，应注

意及时终止显色反应；切片晾干后封片（中性树

胶），显微镜下逐一观察切片染色效果，并使用

Leica图像采集系统进行病理组织图像采集。

1.6  免疫组织化学定量评分

　　MCT1表达定位于细胞膜和细胞质，为棕

黄色或棕褐色颗粒。免疫组织化学染色后，每

张病理切片均随机选取4个高倍视野，切片分别

经低、中、高倍镜观察分析，由2名高年资病理

科医师根据切片的染色强度及组织阳性细胞数

进行综合评分，评分标准如下：根据阳性细胞
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的比例定义为：＜5%，0分；5%~25%，1分；

26%~50%，2分；51%~75%，3分；＞75%，

4分。根据染色强度定义为：阴性（基本不着

色），0分；弱阳性（呈浅黄色），2分；中等阳

性（呈棕黄色），3分；强阳性（呈棕褐色），4
分。染色指数（staining index，SI）是综合切片

阳性细胞数的染色强度及切片阳性细胞数所占比

例，两者的乘积为染色指数评定的最终得分（即

SI=切片染色强度×阳性细胞所占比例）。SI评分

结果（0、1、2、3、4、6、8、9、12、16分），

0 ~ 4 分 被 判 定 为 低 表 达 ， 6 ~ 1 2 分 被 判 定 为 高 

表达。

1.7  蛋白质印迹法（Western blot）

　　收集细胞，加入RIPA裂解液（购自北京百

泰克生物技术有限公司）以裂解细胞，提取总蛋

白质，用BCA（购自美国Thermo Fisher Scientific
公司）法测定样品蛋白的浓度，加入5×蛋白缓冲

液，在100 ℃下煮沸5 min使蛋白变性；准备10%

十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium 
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis，

SDS-PAGE）凝胶，用于蛋白质电泳，转到硝酸

纤维性素膜上（购自美国Sigma-Aldrich公司），

用5%的脱脂奶粉室温封闭1 h，膜洗涤3次后，滴

加特异性MCT1抗体（稀释度1∶800，购自美国

Santa Cruz Biotechnology公司）和β-actin抗体（稀

释度1∶1 000，购自美国R&D公司），在4 ℃的

条件下培养过夜后，用TBST洗膜，加入辣根过

氧化物酶标记的二抗，室温培育1 h，再次洗膜，

滴加ECL行膜的曝光反应。使用Quantity One软件

分析蛋白条带的灰度值，比较蛋白质的变化。

1.8  细胞克隆形成实验

　 　 细 胞 克 隆 形 成 实 验 ， 主 要 参 照 参 考 文 献

［11］进行。将要接种的细胞悬液混匀，将细胞

悬液缓慢地沿壁加入24孔板孔内，梯度按照每孔

400、200、100个细胞，静止5 min，然后转移至

细胞培养箱培养14 d以上。计数、统计并拍照。

1.9  细胞划痕实验分析迁移能力

　　细胞划痕实验主要参照参考文献［12］进

行。划痕所需工具均用75%乙醇擦拭，并置于

超净工作台内紫外照射10 min；用直尺和标记

笔在6孔细胞培养板背面均匀划线，所划直线横

穿过孔，每孔划3条直线；常规培养细胞，至对

数生长期后接种于6孔细胞培养板（细胞密度约

3×105个/mL）上，在显微镜下观察细胞融合率达

80%~90%后，用移液器吸嘴（10 μL吸嘴）沿着

直尺并尽量垂直于培养板背面的横线划痕；用无

菌PBS清洗去除划下的细胞，并更换为不含双抗

和血清的RPMI-1640培养基；划痕后细胞静置培

养，根据实验目的，在不同的时间点进行拍照取

样，每组试验重复3次。统计分析使用Image J软

件对划痕的修复情况进行定量分析。

1.10  Transwell实验检测侵袭能力

　　胰酶消化细胞并用PBS清洗，1 000 r/min

离心5 min（离心半径为13.5 cm），用无血清

RPMI-1640培养基吹打细胞沉淀制成细胞悬液

（细胞密度约3×104个/mL）；小室上室接种细胞

悬液（100 μL/室），小室下室接种无血清培养

基（500 μL/室），置于细胞培养箱内静置培养

48  h；取出Transwell 24孔细胞培养板，弃去小室

内液体，上室用4%多聚甲醛溶液固定30 min；

PBS清洗小室上室，用棉签擦拭小室内Matrigel
和残留的细胞，小室置于0.1%结晶紫染液中，染

色15 min；蒸馏水充分清洗结晶紫染液，小室置

于通风橱中风干，用倒置相差显微镜观察穿出的

细胞并拍照，每组试验重复3次；统计分析使用

Image J软件对小室穿出的细胞进行计数及定量 

分析。

1.11  统计学处理

　　运用SPSS 19.0统计软件对试验数据进行统计

分析。试验数据在进行比较之前，先进行数据的

方差齐性检验和正态分布检验。经SPSS软件进

行检验后，如数据不符合正态分布，可先将数据

进行函数转换，使其符合正态分布，随后再对试

验数据进行后续的比较分析。数据的组间比较采

用交叉表及χ2检验分析。采用Kaplan-Meier法绘

制生存曲线。P<0.05为差异有统计学意义，采用

Log-rank法对差异进行显著性检验。
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2 结  果

2.1  MCT1在胰腺导管癌中的表达显著上调

　　为明确MCT1在胰腺导管癌中的表达水平，

我们运用免疫组织化学技术检测了78例胰腺导

管癌及配对癌旁正常组织。免疫组织化学结果显

示，MCT1阳性颗粒定位于细胞膜和细胞质，相

比癌旁正常组织，MCT1显著高表达；其表达强

图 1  MCT1在胰腺导管癌中的表达显著上调

Fig. 1  MCT1 was observed to be significantly over-expressed in pancreatic ductal adenocarcinoma tissues

度从阴性表达（7例）、弱阳性（15例）、中阳

性（26例）到强阳性（30例）不等。将中阳性和

强阳性归为MCT1高表达（56例），弱阳性及阴

性表达归为低表达（22例）（图1）。MCT1在癌

旁正常组织中鲜有阳性表达（4例），大部分癌

旁正常组织（74例）中免疫组织化学技术难以检

测到阳性表达。由此可见，MCT1在胰腺导管癌

组织中的表达显著上调，提示MCT1可能起着癌

基因的作用。

2.2  MCT1高表达与胰腺导管癌的转移及预后有

显著相关性

　　在明确MCT1在胰腺导管癌组织中的表达显

著上调后，我们分析了其表达的临床病理学意

义。统计分析发现，MCT1高表达与胰腺导管癌

的分化程度（P=0.001）、临床分期（P=0.042）

和淋巴结转移（P=0.012）具有显著相关性；而

与其他临床病理学参数，如性别、年龄、肿瘤大

小等均无显著相关性（表1）。此外，在我们收

集的78例临床组织样本中，有8例无预后信息，

其余均有生存预后信息。为明确MCT1表达的预

后意义，我们运用Kaplan-Meier生存曲线分析了

MCT1低表达与高表达的预后差异。其中在56例

MCT1高表达患者中，有3例总预后信息缺失；22
例MCT1低表达患者中，有5例总预后信息缺失。

Kaplan-Meier生存曲线显示，MCT1低表达与高

表达之间胰腺导管癌患者的总预后差异有统计学

意义（P=0.016，图2），提示MCT1的表达强度

可以作为胰腺导管癌患者的预后预测标志物。

2.3  沉默MCT1能够显著抑制胰腺癌细胞的增

殖、迁移和侵袭

　　为明确MCT1在体外胰腺癌细胞恶性行为中

的生物学作用，我们在体外细胞系水平采用细胞

克隆形成实验、细胞划痕实验和Transwell实验分

别探讨了MCT1在胰腺癌细胞增殖、迁移和侵袭中

的作用。细胞克隆形成实验结果显示，沉默MCT1

能够显著抑制胰腺癌细胞的增殖（图3）。我们设

置了3个接种细胞密度梯度，分别为10 0、20 0和

400个细胞每孔。相比对照组［PANC-1细胞对照

组为（61±7）个，Capan-1细胞对照组为（69±6）
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图 2  MCT1表达与胰腺导管癌患者预后的相关性分析

Fig. 2  Prognostic analysis of MCT1 expression in pancreatic ductal adenocarcinoma tissues

表 1  MCT1在胰腺导管癌中表达的临床病理学意义分析

Tab. 1  Clinicopathological analysis of MCT1 expression in pancreatic ductal adenocarcinoma

Characteristic Case n
MCT1 expression level

P value
High expression n (%) χ2

Gender

 Male 41 31 (75.6) 0.621 ＞0.05

 Female 37 25 (67.6)

Age/year

 ＜55 35 24 (68.6) 0.326 ＞0.05

 ≥55 43 32 (74.4)

Tumor size D/cm

 ＜3 30 21 (70.0) 0.078 ＞0.05

 ≥3 48 35 (73.0)

Differentiation degree

 Well differentiation 15 8 (53.3) 13.061 0.001

 Intermediate differentiation 27 15 (55.5)

 Poor differentiation 36 33 (91.7)

Clinical staging

 Ⅰ-Ⅱ 32 19 (59.3) 4.133 0.042

 Ⅲ-Ⅳ 46 37 (80.4)

Lymph node metastasis

 With 29 16 (55.2) 6.299 0.012

 Without 49 40 (81.6)

个］，MCT1沉默后PANC-1细胞和Capan-1细胞其

克隆形成数分别下降至（22±3）和（28±5）个，差

异有统计学意义（P<0.05）。细胞划痕实验结果

显示，相比对照组［PANC-1细胞对照组中间划痕

面积为（99.875±3.228）mm2，Capan-1细胞对照组

中间划痕面积为（102.147±2.630）mm2］，MCT1

沉默后PANC-1细胞及Capan-1细胞划痕面积分别

下降至（37.343±5.772）及（60.281±5.904）mm2，

差异有统计学意义（P<0.05）。Transwell实验结果

提示，相比对照组［PANC-1细胞对照组浸润细胞
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数目为（81±4）个，Capan-1细胞对照组浸润细胞

数目为（43±3）个］，MCT1沉默后PANC-1细胞及

Capan-1细胞穿透Transwell基质胶后细胞数分别

下降至（22±7）及（21±5）个，差异有统计学意义

（P<0.05）。

2.4  miR-124-3p负调控MCT1蛋白表达

　　为探讨MCT1的可能作用机制，首先我们运

用生物信息学分析方法预测了MCT1 3’-UTR序

列，发现其3’-UTR序列具有miR-124-3p的结合

位点（图4A），提示miR-124-3p可能是MCT1的

一个潜在调控miRNA。其次为了验证生物信息

学预测结果，我们进一步运用荧光素酶报告载

体实验分析了miR-124-3p与MCT1 3’-UTR序列

的结合性。结果显示，相比对照组荧光活性值

（1.238±0.478），miR-124-3p与MCT1 3’-UTR共

转染组荧光活性值（0.498±0.102）显著下降，由

此推断miR-124-3p能够结合在MCT1 3’-UTR序列

上（图4B），这也说明了我们前期生物信息学

预测的正确性，揭示miR-124-3p能够调控MCT1
的表达，但其调控的性质不明确。我们进一步

运用Western blot，发现miR-124-3p能够负调控

MCT1的表达，即上调miR-124-3p能够显著性抑

制MCT1蛋白的表达；反之亦然（图4C）。为了

在体内临床组织水平上进一步验证miR-124-3p对

MCT1的调控关系，我们运用RTFQ-PCR技术分

别检测了51对新鲜液氮冻存的胰腺癌组织及癌旁

图 3  MCT1促进胰腺导管癌细胞的增殖、迁移和侵袭

Fig. 3  MCT1 was able to promote the proliferation, migration and invasion of pancreatic ductal adenocarcinoma cells

A: Results from clonogenic assay; B: Results of wound-healing assay; C: Transwell assay. *: P<0.05 in comparison with control group using 
independent sample t test; **: P<0.01 in comparison with control group using independent sample t test
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正常组织中MCT1和miR-124-3p mRNA的表达水

平。结果显示，相比癌旁正常胰腺组织，miR-
124-3p在胰腺癌组织中显著低表达，差异有统计

学意义（P<0.001）；相比癌旁正常组织，MCT1 
mRNA在胰腺癌组织中显著高表达，差异亦有统

计学意义（P<0.01）；采用Pearson相关分析统计

方法，可以看到在胰腺癌组织中，MCT1和miR-
124-3p mRNA的表达水平显著负相关（图4D），

提示miR-124-3p可以显著性负调控MCT1的蛋白

水平。

图 4  miR-124-3p负调控MCT1蛋白表达

Fig. 4  miR-124-3p was identified to negatively regulate MCT1 expression

A: The binding site of miR-124-3p in 3’-UTR of MCT1 by bioinformatic prediction; B: Dual luciferase reporter assay showing miR-124-3p can 
directly bind with 3’-UTR of MCT1; C: The variation of MCT1, as detected by Western blot; D: The correlation between miR-124-3p and MCT1 
expression at mRNA level, as detected by RTFQ-PCR assay. **: P<0.01 in comparison with control group using independent sample t test; ***: 
P<0.001 in comparison with control group using independent sample t test
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3 讨  论

　　本研究发现MCT1在胰腺导管癌组织中的表

达显著上调，上调的MCT1与胰腺导管癌的分化

程度、临床分期、淋巴结转移和预后具有显著相

关性。在体外细胞系水平上，沉默MCT1能够显

著抑制胰腺癌细胞的增殖、迁移和侵袭能力。

结果提示，MCT1在胰腺导管癌中起着癌基因的

作用 ［13］，可能是胰腺导管癌治疗的一个潜在 
靶标。

　　MCT作为一种跨膜转运蛋白，存在于多

种 肿 瘤 细 胞 中 。 主 要 参 与 乳 酸 及 其 他 单 羧 酸

的 跨 膜 转 运 ， 特 别 是 对 乳 酸 具 有 较 高 的 亲 和 

力［13］。MCT家族已发现有14个成员，分别命

名为MCT1到MCT14，他们具有相似的生化特

征及不同的组织分布，但均能跨越细胞膜快速

转运H+/乳酸。在肿瘤组织中以MCT1和MCT4
最为常见［3］，几乎所有的肿瘤均含有这两种

蛋白。并且MCT1与MCT4均需要CD147的辅助

才能起作用。因此，在本研究中我们主要关注

MCT1在胰腺导管癌中表达的临床病理学意义

及在体外胰腺癌细胞中所介导的生物学作用。

本研究发现，MCT1在胰腺导管癌组织中显著

高表达，这与De Oliveira等［14］在胃肠道间质瘤

中的报道是一致的，即MCT1在胃肠道间质瘤

中显著高表达，且其表达与预后差具有显著相

关性。MCT1在胰腺导管癌中的表达与预后差

有关，这与Simoes-Sousa等 ［15］在口腔癌中及

Johnson等［16］在乳腺癌中的发现均相一致，即

MCT1高表达与预后差具有显著相关性。我们

在体外胰腺癌细胞系PANC-1和Capan-1中发现，

沉默MCT1表达能够显著抑制胰腺癌细胞的增

殖、迁移和侵袭；Payen等［17］的报道支持了我

们的这一结果，提示MCT1是肿瘤转移的相关基

因。亦有研究发现，MCT1与肿瘤化疗耐药相 

关［18］。本研究未能开展有关MCT1表达与化疗

耐药的实验，因此有关MCT1的表达与化疗耐药

相关性仍有待于进一步研究证实。此外，Jeon 
等［19］在肝癌细胞中深入分析了沉默MCT1后肝

癌细胞在乳酸摄取、氧气消耗及脂肪合成方面

的变化，发现沉默MCT1能够显著降低肝癌细胞

对乳酸的摄取；此外，线粒体氧化磷酸化、脂肪

合成及细胞增殖等均受到显著性抑制。本研究未

能分析沉默MCT1后，胰腺癌细胞内乳酸浓度、

线粒体氧化磷酸化和脂肪合成的变化；只观察到

胰腺癌细胞增殖受到了显著性抑制。在后续研究

中，我们将分析检测沉默MCT1后胰腺癌细胞内

乳酸的浓度变化及相关代谢通路的改变。

　　为了探讨MCT1在胰腺癌中作用的相关机

制，我们运用生物信息学分析预测了miR-124-3p
可能是MCT1的一个负调控miRNA。随后的双荧

光素酶报告载体实验及免疫印迹实验证实了miR-
124-3p对MCT1 3’-UTR序列区域的结合，提示我

们的假设是正确的。本研究发现，MCT1是miR-
124-3p的一个新的负向调控靶基因。为了明确

miR-124-3p在胰腺癌组织中的表达水平，我们运

用RTFQ-PCR技术检测了51对新鲜冻存的胰腺癌

及配对癌旁正常组织中miR-124-3p的表达水平，

发现相比癌旁正常组织，miR-124-3p在胰腺癌组

织中的表达显著下调，这与先前在胰腺癌中的报

道［20-22］是一致的。miR-124-3p不仅在胰腺癌组

织中显著低表达，在肝癌中亦呈现低表达 ［23］，

提示miR-124-3p在癌组织中可能起着类似抑癌基

因的作用。本研究并未探讨miR-124-3p在胰腺癌

细胞增殖、迁移和侵袭中所发挥的作用。本研究

的样本例数有限，有待于进一步扩大样本量进

行验证［24］；此外，本研究未能分析沉默MCT1
后，胰腺癌细胞内乳酸浓度的变化及线粒体氧

化磷酸化的变化，这也是本研究的一大缺憾。

考虑到MCT1需要CD147蛋白的辅助才能发挥功 

能［25］，我们在后续实验中将继续探讨CD147在

胰腺癌细胞中的作用。

　　综上所述，MCT1在胰腺导管癌中起着癌

基因的作用，miR-124-3p能够负调控MCT1的 

表达。
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