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CTHRC1 在胰腺癌中的表达及其意义

孟犁南

（河南省南阳市中心医院  特需二病区，河南 南阳 473009）

                                                                                                                                                                                                                                                                                 

摘   要	 目的：观察胶原三股螺旋重复蛋白 1（CTHRC1）在胰腺癌组织中的表达及其对胰腺癌细胞生物学行为

的影响。

方法：采用实时定量 PCR（RT-PCR）方法检测 40 例胰腺患者癌组织与癌旁组织中 CTHRC1 的表达。

胰腺癌 Panc28 细胞转染 pcDNA3.1-CTHRC1 或 CTHRC1 siRNA 后，以未转染的 Panc28 细胞为对照，

采用克隆形成实验检测 CTHRC1 对胰腺癌 Panc28 细胞增殖，伤口愈合实验和 Boyden 小室检测细胞迁

移和侵袭能力。

结果：RT-PCR 结果显示，胰腺癌组织 CTHRC1 mRNA 表达水平明显高于癌旁组织（P<0.05）。与对

照组 Panc28 细胞比较，转染 pcDNA3.1-CTHRC1 上调 CTHRC1 后，Panc28 细胞克隆形成数明显增加、

伤口宽度百分比明显减少、侵袭的细胞数明显增多，而转染 CTHRC1 siRNA 下调 CTHRC1 表达后，

Panc28 细胞以上指标呈反向变化，差异均有统计学意义（均 P<0.05）。

结论：胰腺癌组织在 CTHRC1 表达升高，CTHRC1 可能通过促进胰腺癌细胞的增殖、迁移和侵袭能力

而参与胰腺癌的发生与发展。
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CTHRC1 expression in pancreatic cancer and its significance
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Abstract	 Objective: To investigate the expression of collagen triple helix repeat containing 1 (CTHRC1) in pancreatic 

cancer tissue, and its influence on biobehavior of pancreatic cancer cells.

Methods: The expression of CTHRC1 mRNA in the specimens of cancer and adjacent tissue from 40 pancreatic 

cancer patients was detected by real time PCR (RT-PCR). Pancreatic cancer Panc28 cells were transfected 

with pcDNA3.1-CTHRC1 or CTHRC1 siRNA using untransfected Panc28 cells as control, and then the cell 

proliferation, migration and invasion ability were determined by colony formation assay, wound healing assay and 

Boyden chamber assay, respectively.

Results: Results of the RT-PCR showed that CTHRC1 expression level in pancreatic cancer tissue was 

significantly higher than that in adjacent tissue (P<0.05). Compared with control Panc28 cells, the 

number of colony formation was increased, percentage of wound width was reduced and number of 

invaded cells was increased significantly in Panc28 cells with up-regulated CTHRC1 expression after 
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胰腺癌（pancrea t i c  cance r）是临床常见的

恶 性 肿 瘤之一， 胰腺癌具有恶性程度高、诊断和

治 疗 困 难 的 特 点 ， 约 9 0 % 的 胰 腺 癌 为 起 源 于 腺 管

上皮的导管腺癌 [1-4]。胰腺癌通常发现时已处于肿

瘤晚期，致使只有10%~20%的患者可采用手术治

疗。而手术治疗外的化学治疗对胰腺癌的治疗效果

并不理想。因此，寻找可影响胰腺癌细胞生长的靶

向 分 子 是 目 前 临 床 迫 切 需 要 的 。 胶 原 三 股 螺 旋 重

复蛋白1（collagen triple helix repeat containing 1，

CTHRC1）是一个25 kDa的分泌性糖蛋白，最初

是 在 寻 找 大 鼠 动 脉 球 囊 损 伤 相 关 基 因 时 发 现 [ 5 ]。

CTHRC1广泛表达于多种细胞中，如成纤维细胞和

平滑肌细胞，且在多种肿瘤细胞中均存在CTHRC1

的 异 常 表 达 ， 包 括 黑 色 素 瘤 、 胃 肠 道 癌 、 乳 腺

癌 、 甲 状 腺 癌 、 肝 癌 和 胰 腺 癌 [ 6 - 1 1 ]。 C T H R C 1 过

表 达 可 通 过 促 进 细 胞 迁 移 和 抑 制 胶 原 基 质 合 成 而

促 进 损 伤 组 织 修 复 [ 1 2 ]。 目 前 关 于 C T H R C 1 对 胰 腺

癌 细 胞 增 殖 、 迁 移 和 侵 袭 能 力 的 影 响 研 究 还 不 是

很 多 ， 据 此 ， 本 研 究 通 过 转 染 方 法 将 p c D N A 3 . 1 -

CTHRC1和CTHRC1 siRNA转入胰腺癌Panc28细胞

中，观察CTHRC1对Panc28细胞增殖、迁移和侵袭

的影响，以探讨CTHRC1在胰腺癌发病中的作用。

1　材料与方法

1.1  临床资料 

2 0 1 2 年 1 2 月 — 2 0 1 5 年 3 月 入 住 我 院 胰 腺

外 科 并 行 胰 腺 癌 根 治 术 的 胰 腺 癌 患 者 4 0 例 ，

其 中 男 2 9 例 ， 女 1 1 例 ； 年 龄 2 5 ~ 6 8 岁 ， 平 均

（45.82±22.72）岁。收集胰腺癌患者的癌组织与

癌 旁 组 织 。 本 研 究 包 括 的 所 有 胰 腺 癌 患 者 在 术 后

均 经 病 理 医 生 证 实 为 胰 腺 癌 ； 且 所 有 癌 旁 组 织 术

后 均 经 病 理 医 生 证 实 未 见 胰 腺 癌 浸 润 。 患 者 术 前

均未接受放射治疗或化学治疗。

1.2  试剂及细胞 

胰腺癌Panc28细胞购自中国医学科学院基础

医 学 研 究 所 细 胞 中 心 。 细 胞 培 养 于 含 1 0 % 胎 牛 血

清 （ F B S ） 的 R P M I - 1 6 4 0 培 养 基 中 。 R P M I -1 6 4 0

培养基及FBS购自美国Gibco公司；CTHRC1引物

序列和转染试剂Lipofectamin2000购自Invi t rogen

公 司 ； S Y B R  G r e e n  P C R 试 剂 盒 购 自 A m b i o n 公

司 ； C T H R C 1 抗 体 、 H R P 标 记 山 羊 抗 鼠 二 抗 、

pcDNA3.1 -CTHRC1和CTHRC1 s iRNA购自Santa 

C r u z 公 司 ； 侵 袭 实 验 用 B o y d e n 小 室 购 自 美 国

Millipore公司；PVDF膜购自GE Healthcare公司；

牛血清白蛋白购自Sigma公司。

1.3  RT-PCR 方法 

采用RT-PCR方法检测胰腺癌组织、癌旁组织

中CTHRC1的表达。CTHRC1上游引物：5' -GCA 

TGC TGT CAG CGT TGG TA -3'；下游引物：5'-

TCA ATG GGA AGA GGT CCT GAA-3'；GAPDH

引上游物：5'-ATT CCA TGG CAC CGT CAA GGC 

TGA-3'；下游引物：5'-TTC TCC ATG GTG GTG 

AAG ACG CCA-3'。反应条件：94 ℃预变性5 min，

进入下列循环：94 ℃ 30  s，57 ℃ 40  s，72 ℃ 

4 0  s ， 共 4 0 个 循 环 ， 最 后 7 2  ℃ 延 伸 1 0  m i n 。 采

取GAPDH片段作为内参对照。以2 -△△Ct方法计数

CTHRC1的相对表达量。

1.4  细胞转染方法 

严格按Lipofectamin2000说明书进行操作。将

pcDNA3.1-CTHRC1和CTHRC1 siRNA转入Panc28

细胞中，对照组为只经Lipofectamin2000处理为未

转入任何物质的细胞。

1.5  Western blot 方法 

根据文献[13]，采用Western blot方法分析胰腺

癌细胞中CTHRC1的表达情况，具体操作方法参见

pcDNA3.1-CTHRC1 transfection, while the opposite changes were seen in those with down-regulated 

CTHRC1 ex pression after CTHRC1 siRNA transfection, and al l  the dif ferences had statistical 

significance (all P<0.05).

Conclusion: CTHRC1 expression is increased in pancreatic cancer tissue, which may contribute to the 

occurrence and development of pancreatic cancer through promoting cell proliferation, and migration and 

invasion ability of the pancreatic cancer cells.

Key words	 Pancreatic Neoplasms; Collagen Triple Helix Repeat Containing 1; Cell Proliferation; Neoplasm Invasiveness

CLC number: R735.9
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文献报道。

1.6  克隆形成实验 

转染pcDNA3.1 -CTHRC1和CTHRC1 s iRNA

的Panc28细胞各5×103接种于6孔板中，培养72 h

后，形成的克隆用甲醇固定，并用含0.1%结晶紫

的20%甲醇染色30 min，计数形成的克隆数。

1.7  侵袭能力检测 

根据文献[14-15]，采用Boyden小室分析CTHRC1

对胰腺癌Panc28细胞侵袭能力的影响，具体操作方

法参见文献报道。

1.8  统计学处理 

采 用 S P S S  1 6 . 0 统 计 软 件 进 行 数 据 分 析 。 两

组 数 据 间 比 较 采 用 t检 验 ， 多 组 数 据 间 比 较 采 用

ANOVA检验，以P<0.05为差异具有统计学意义。

2　结　果

2.1  胰腺癌组织 CTHRC1 表达

R T - P C R 结 果 显 示 ， 与 癌 旁 组 织 比 较 ， 胰

腺 癌 组 织 中 C T H R C 1  m R N A 表 达 水 平 明 显 升 高

（P<0.01）；差异有统计学意义（图1）。

2.2  Western blot 胰腺癌 Panc28 细胞 CTHRC1

表达

Western blot验证转染效果显示，转染pcDNA3.1-

CTHRC1可明显上调胰腺癌Panc28细胞中CTHRC1的

表达水平；转染CTHRC1 siRNA可明显抑制胰腺癌

Panc28细胞中CTHRC1的表达水平（图2）。

2.3  胰腺癌 Panc28 细胞增殖能力检测 

对 照 组 、 p c D N A 3 . 1 - C T H R C 1 转 染 组 和

CTHRC1 s iRNA转染组Panc28细胞克隆形成数分

别为（216.56±22.83）个、（287.45±31.93）个、 

（136.83±18.74）个，与对照组比较，pcDNA3.1- 

C T H R C 1 转 染 组 细 胞 克 隆 形 成 数 明 显 增 加 ， 而

CTHRC1 siRNA转染组细胞克隆形成数明显减少，

差异均有统计学意义（均P<0.05）（图3）。

图 1　RT-PCR 方法检测 CTHRC1 mRNA 表达
Figure 1　CTHRC1 mRNA expression detected by RT-PCR
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图 2　Western blot 方法检测 CTHRC1 表达
Figure 2　CTHRC1 expression determined by Western blot analysis

图 3　克隆形成实验检测细胞增殖能力
Figure 3　Cell proliferation measured by colony formation assay
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3　讨　论

大 量 文 献 报 道 C T H R C 1 与 肿 瘤 的 侵 袭 和 转 移

密切相关。采用免疫组织化学染色的方法，Tang

等[9]发现，在良性痣或黑色素瘤的无创阶段（原位

黑素瘤）CTHRC1是不表达的，而在具有高度侵袭

性和转移性的黑色素瘤中CTHRC1的表达是显著升

高的。Ke等 [16]发现CTHRC1的过表达与非小细胞

肺癌的侵袭和预后不良相关。同时，Liu等[17]发现

CTHRC1单独即可作为评估非小细胞肺癌预后的生

物标志物。Tameda等 [18]发现CTHRC1在肝癌中的

表达是显著升高的，且CTHRC1具有存进肝癌细胞

增殖和侵袭的功能。因此，CTHRC1在癌症的发生

和 发 展 中 具 有 重 要 的 作 用 ， 并 且 是 癌 细 胞 获 得 药

物抗性表型的一种可能的机制。而关于CTHRC1分

子 在 胰 腺 癌 组 织 中 的 表 达 情 况 及 其 与 胰 腺 癌 发 生

发展的关系目前还很少有文献报道。

本 研 究 首 先 观 察 了 C T H R C 1 在 胰 腺 癌 组 织 及

癌 旁 组 织 中 的 表 达 情 况 。 结 果 显 示 ， 与 癌 旁 组 织

比较，胰腺癌组织中CTHRC1 mRNA的表达显著

2.4  胰腺癌 Panc28 细胞迁移能力检测 

对 照 组 、 转 染 p c D N A 3 . 1 - C T H R C 1 和

CTHRC1 s iRNA的胰腺癌Panc28细胞在培养24 h

后 ， 伤 口 宽 度 百 分 比 分 别 为 （ 1 . 0 0 ± 0 . 0 0 ） % 、

（0.17±0.09）%、1.65±0.28）%，与对照组比

较，pcDNA3.1-CTHRC1转染组伤口宽度百分比明显

减少，而CTHRC1 siRNA转染组伤口宽度百分比明显

增加，差异均有统计学意义（均P<0.05）（图4）。

2.5  胰腺癌 Panc28 细胞侵袭能力检测 

对照组、转染pcDNA3.1-CTHRC1和CTHRC1 

siRNA的胰腺癌Panc28细胞发生侵袭的细胞数分别

为（138.45±39.64）个、（286.35±48.36）个、

（79.45±22.73）个，与对照组比较，pcDNA3.1-

CTHRC1转染组侵袭细胞数明显增多，而CTHRC1 

siRNA转染组侵袭细胞数明显减少，差异均有统计

学意义（均P<0.05）（图5）。

图 4　伤口愈合实验检测细胞迁移能力
Figure 4　Cell migration ability detected by wound healing assay
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图 5　Boyden 小室检测细胞侵袭能力
Figure 5　Cell invasion ability measured by Boyden chamber assay
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升高。这一结果初步提示，胰腺癌组织中CTHRC1

的 高 表 达 可 能 与 胰 腺 癌 的 发 生 和 发 展 密 切 相 关 。

为进一步验证CTHRC1在胰腺癌的发生和发展中的

作用，随后本研究采用RNA干扰的方法和CTHRC1

过表达的方法敲低或过表达胰腺癌细胞中CTHRC1

分 子 ， 进 一 步 观 察 了 C T H R C 1 分 子 对 胰 腺 癌 细 胞

增 殖 、 迁 移 和 侵 袭 能 力 的 影 响 。 结 果 显 示 ， 转 染

CTHRC1 siRNA的胰腺癌Panc28细胞中CTHRC1的

表达被显著抑制，转染pcDNA3.1-CTHRC1的胰腺

癌Panc28细胞中CTHRC1的表达显著升高。当敲

低胰腺癌Panc28细胞中CTHRC1的表达后，胰腺

癌Panc28细胞的增殖、迁移和侵袭能力均显著降

低；而上调胰腺癌Panc28细胞中CTHRC1的表达

后，胰腺癌Panc28细胞的增殖、迁移和侵袭能力

均显著升高。

综 上 所 述 ， 本 研 究 结 果 表 明 C T H R C 1 在 胰 腺

癌 组 织 和 细 胞 系 中 的 表 达 水 平 显 著 升 高 ， 同 时

CTHRC1具有促进胰腺癌细胞增殖、迁移和侵袭的

作用，胰腺癌组织中CTHRC1表达水平的升高可能

与 胰 腺 癌 的 发 生 和 发 展 相 关 。 本 研 究 为 临 床 寻 找

新 的 胰 腺 癌 治 疗 靶 标 提 供 一 定 的 科 学 理 论 依 据 ，

CTHRC1促进胰腺癌细胞增殖和侵袭能力的机制仍

需进行深入的探讨。
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