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下调 NDRG1 表达对胰腺癌细胞增殖与凋亡的影响
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摘   要 目的：探讨 NDRG1 在胰腺癌细胞中的表达及其与 MMP-7 的关系。

方 法： 检 测 NDRG1 与 MMP-7 蛋 白 与 mRNA 在 4 种 胰 腺 癌 细 胞 株（PANC-1、BXPC-3、CAPAN-2、

SW1990）表达；构建靶向 NDRG1 的干扰质粒 siNDRG1，转染 PANC-1 细胞，检测转染后 PANC-1 细

胞 NDRG1 与 MMP-7 蛋白与 mRNA 的表达，以及增殖与调亡情况。

结果：4 种细胞株中均有 NDRG1 与 MMP-7 蛋白与 mRNA 的表达，且两者的表达水平随着细胞分化程

度的降低而升高（均 P<0.05）；PANC-1 细胞转染 siNDRG1 后，NDRG1 与 MMP-7 的蛋白与 mRNA 表

达均明显降低、细胞增殖明显抑制、凋亡率明显升高（均 P<0.05）。

结论：NDRG1 的表达与胰腺癌细胞的分化程度密切相关，且可能通过上调 MMP-7 表达促进胰腺癌细

胞的生长。
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Abstract Objective: To investigate NDRG1 expression and its relation with MMP-7 in pancreatic cancer cells. 
Methods: The protein and mRNA expressions of NDRG1 and MMP-7 in 4 different pancreatic cancer cell 
lines (PANC-1, BXPC-3, CAPAN-2 and SW1990) were determined. The interference plasmids siNDRG1 were 
transfected into PANC-1 cells after their construction, and then the protein and mRNA expressions of NDRG1 
and MMP-7, cell proliferation and apoptosis after transfection were determined.
Results: All the 4 cell lines presented either the protein or mRNA expressions of both NDRG1 and MMP-7, and 
their expression levels were increased with decrease of the degree of cell differentiation (all P<0.05). In PANC-
1 after siNDRG1 trasfection, the protein and mRNA expressions of both NDRG1 and MMP-7 were reduced, 
proliferation was suppressed, and apoptosis rate was increased significantly (all P<0.05).
Conclusion: NDRG1 expression is closely related to the degree of differentiation of pancreatic cancer cells, and 
may probably promote cell growth through up-regulating MMP-7 expression.
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胰 腺 癌 发 病 率 与 病 死 率 呈 现 逐 年 上 升 趋 势 ，

是 预 后 最 差 的 消 化 系 统 恶 性 肿 瘤 之 一 [ 1 ]。 胰 腺 导

管 腺 癌 是 胰 腺 癌 中 最 常 见 的 病 理 类 型 ， 对 胰 腺 癌

发 病 机 制 的 研 究 不 断 深 入 ， 并 对 有 效 治 疗 方 法 的

寻 求 也 一 直 在 各 研 究 中 心 展 开 [ 2 ]。 靶 基 因 的 筛 选

及 治 疗 靶 点 的 选 择 是 目 前 的 研 究 热 点 及 未 来 胰

腺 癌 治 疗 的 主 要 方 向 [ 3 - 4 ]。 N - m y c 下 游 调 节 基 因 1

（N-myc downstream regulated gene 1，NDRG1）

是 N D R G 家 族 成 员 ， 研 究 [ 5 ]表 明 ， N D R G 1 在 细 胞

生 长 分 化 及 细 胞 周 期 中 有 重 要 作 用 。 基 质 金 属 蛋

白酶（MMP）是蛋白水解酶家族，在肿瘤形成微

环境中起到重要作用，MMP -7是MMP中主要成员

之一，可以与NDRG1的辅基酰基载体蛋白结合，

从 而 影 响 肿 瘤 的 分 化 、 凋 亡 、 浸 润 及 转 移 等 恶 行

行 为 [ 6 ]。 研 究 [ 7 - 8 ]认 为 ， N D R G 1 及 M M P - 7 在 子 宫

内 膜 癌 、 肺 癌 、 结 肠 癌 、 肝 癌 等 多 种 恶 性 肿 瘤 中

呈现高表达，与恶性肿瘤直径、TNM分期、细胞

分化程度等具有相关性。本研究采用小干扰RNA

（siRNA）对胰腺癌细胞株中NDRG1表达进行检测

并干扰下调，目的在于观察NDRG1基因表达对胰

腺癌细胞分化、增殖及调亡中所起的作用，并观察

NDRG1对MMP-7表达的调节作用，探讨其机制，为

进一步研究其功能及基因治疗靶向提供实验依据。

1  材料与方法

1.1  材料 

细 胞 株 P A N C - 1 、 B X P C - 3 、 C A P A N - 2 、

S W 1 9 9 0 均 购 自 中 科 院 上 海 细 胞 库 ， 细 胞 培 养 方

法 为 贴 壁 细 胞 培 养 法 ， 并 进 行 传 代 及 保 留 ， 所 有

细胞实验均采用对数生长期细胞。miRNA提取分

离试剂盒、Lipo fec t amine TM2000、RPIM1640、

T R I z o l 及 M T T 试 剂 盒 （ 美 国 S i g m a 公 司 ） ， A l l -
in-One™  qPCR Mix试剂盒（美国GeneCopoeia公

司 ） ， A n n e x i n  V - F I T C / P I 试 剂 盒 （ 南 京 凯 基 生

物公司），NDRG1兔多克隆抗体及MMP -7山羊多

克 隆 抗 体 （ 北 京 中 杉 金 桥 生 物 制 品 有 限 公 司 ） 。

引 物 均 由 上 海 吉 玛 制 药 技 术 有 限 公 司 进 行 设 计 合

成 。 N D R G 1 序 列 ： 上 游 5 ' - G A T  C A C  U C U  C C G 

ATG UGC CUT -3'，下游5' -UGC UTU CUG CCG 

UAT GCA GTG-3'；MMP-7上游引物：5'-CAG CCG 

CAT TTC GGC ATC A-3'，下游引物：5'-CCG UCC 

GTG ACG AGC GAC-3'；siNDRG1序列：上游5'-
GAT GUU CUC CGC CUT GAT CAC-3'，下游5'-UGC 

CGU UGC AGT GCA TGC UTU-3'；阴性对照序列：

上游5'-UCC ACC TUA CGU TUC ACC AGT-3'，下

游5'-GCA CCA CUG UCU CTC GGA UCT-3'。

1.2  研究方法 

1.2.1  Western blot 法　 依 照 蛋 白 提 取 试 剂 盒 说

明 书 进 行 各 细 胞 株 总 蛋 白 的 提 取，BCA 定 量 试 剂

盒进行蛋白浓度的测定，样品定量为 5 g/L，于每

条 泳 道 进 行 上 样 50 μg 蛋 白， 采 用 12% 十 二 烷 基

磺酸钠 - 聚丙烯酰胺进行凝胶电泳，在电压 70 V

条 件 下 经 80 min 电 转 移 至 PVDF 膜。5% 脱 脂 奶

粉封闭 2 h，加入一抗，在 4 ℃条件下孵育过夜。

TBST 洗 膜 后， 加 入 二 抗 室 温 条 件 下 孵 育 1.5 h，

TBST 清洗，采用 ECL 发光，以凝胶显像仪进行显

像。采用 QuantityOne 进行灰度值检测。

1.2.2  qRT-PCR 法　按照 RNA 分离试剂盒及 TRIzol

试剂盒说明书步骤提取并纯化各细胞株总 RNA，所

有 RNA 样本浓度均稀释至 1 g/L，依据逆转录及扩增

试剂盒说明书规定步骤进行逆转录及扩增。

总RNA浓度测定：用DEPC水调零后取1.5 μL

样品置于ND -1000全波长紫外/可见光扫描分光光

度计测样台上进行测量，对A 260/A 280值以及浓度进

行记录，总RNA样品在A 260/A 280为1.8~2 .0，RNA

纯度较高，无DNA、蛋白质等污染，浓度为100~ 

1 458.2 μg/μL。

总RNA完整性检测：取RNA样品1 μL，1%琼脂

凝胶电泳80 V电压电泳20 min，EB染色10 min，于凝

胶成像系统下观察并进行拍照。结果显示5s RNA、

18s RNA、28s RNA条带完整，总RNA抽取完整。

RT-PCR反应体系为（2×All-in-One qPCR Mix 

10 μL，45×Syber Green 2 μL，Primer F 1 μL，

Primer R 1 μL，cDNA 2 μL，ddH2O 4 μL），反应

条件如下：95 ℃预变性10 min；95 ℃变性10 s、

60 ℃退火20 s、72 ℃延伸10 s，45个循环。所有

反应均设立复孔，并以DEPC水代替模板，cDNA

作为阴性对照。 

1.2.3  siNDRG1 及阴性对照序列转染 PANC-1 细

胞　siNDRG1 及 阴 性 对 照 序 列 由 上 海 吉 玛 制 药 技

术有限公司合成。转染前 24 h 取对数生长期细胞，

Key words Pancreatic Neoplasms; N-myc Downstream Regulated Gene 1; Cell Differentiation
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0.25% 胰 酶 消 化 成 单 细 胞 悬 液， 分 别 以 10×104

和 20×104/ 孔 接 种 至 24 孔 板 中， 对 融 合 达 到

70%~90% 的细胞株进行转染，细胞分 3 组：空白

对照组、siNDRG1 组及阴性对照组。对 siNDRG1

组 及 阴 性 对 照 序 列 组 依 照 LipofectamineTM2000 试

剂说明书步骤进行转染，转染 48 h 后按照 miRNA

提取及分离试剂盒说明书步骤进行总 RNA 完整性

检测，应用紫外线分光光度仪检测 RNA 溶解光密

度 值 A（ 介 于 260~280 nm 处 比 值 ）， 计 算 RNA

的 浓 度 及 纯 度， 比 值 为 1.8~2.1 者 可 用 于 进 一 步

实 验。 采 用 Western blot 法 及 qRT-PCR 对 转 染 后

PANC-1 细 胞 中 NDRG1 在 蛋 白 水 平 及 mRNA 水

平表达的转染效率进行检测。并采用 Western blot

法 及 qRT-PCR 对 PANC-1 细 胞 siNDRG1 转 染 后

MMP-7 在蛋白水平及 mRNA 水平表达进行检测。 

1.2.4  MTT 法检测转染后 PANC-1 细胞增殖　取

各 组 PANC-1 细 胞， 按 MTT 试 剂 盒 操 作 步 骤， 以

5×103 细胞 / 孔密度接种于 96 孔细胞培养板内，

并设立 3 个复孔，培养 24、48、72、96、120 h 后，

每孔内加入 5 mg/mL MTT 液 2 μL，继续进行温育

4 h，弃上清后加入 DMSO 150 μL，进行振荡溶解结晶，

比色选择 570 nm 波长，在酶联免疫检测仪上进行各

孔光吸收值测定，并重复 3 次试验，取平均值。

1.2.5  流式细胞仪检测转染后 PANC-1 细胞调亡

　PANC-1 细胞进行转染 48 h 后，取各组细胞，依

照 Annexin V-FITC/PI 试剂盒说明书步骤进行操作，

流式细胞仪 Alexa FITC 最大激发波长 488 nm，最

大发射波长为 509 nm，PI-DNA 复合物最大激发波

长为 535 nm，最大发射波长为 615 nm，采用软件

Cell Quest 进行分析。Alexa FITC 为 X 轴，PI 为 Y 轴，

每个样本采集为 10 000 个细胞，区分开早期调亡细

胞、晚期调亡细胞及继发坏死细胞区，计算出阳性

细胞的百分比例，并重复 3 次试验，取平均值。

1.3  统计学处理

采 用 P A S W  S t a t i s t i c s  1 8 . 0 软 件 进 行 统 计 分

析，率的比较采用χ 2检验，Western  b lo t、qRT -
PCR及MTT结果采用GraphPad Prism 6.0进行单因素

方差分析及作图， P<0.05为差异有统计学意义。

2  结　果

2.1  胰腺癌细胞株的 Western blot 法检测结果

N D R G 1 （ 6 0  k D a ） 在 P A N C - 1 、 B X P C - 3 、

C A P A N - 2 、 S W 1 9 9 0 细 胞 株 中 均 有 表 达 ， 低 分

化 细 胞 （ P A N C - 1 ） 中 N D R G 1 蛋 白 水 平 表 达 较 中

分 化 （ B X P C - 3 ） 及 高 分 化 细 胞 株 （ C A P A N - 2 、

SW1990）高，差异均有统计学意义（PANC-1 vs .  

BXPC-3：q=3.4，P<0.05；PANC-1 vs. CAPAN-2：

q=7.23，P<0.01；PANC-1 vs .  SW1990：q=8.65，

P<0.01）；MMP-7（28 kD）在4种细胞株中表达

与 N D R G 1 的 趋 势 一 致 （ P A N C - 1  v s .  B X P C - 3 ：

q=3.5，P<0.05；PANC-1 vs .  CAPAN-2：q=9.27，

P < 0 . 0 1 ； P A N C - 1  v s .  S W 1 9 9 0 ： q = 1 0 . 5 8 ，

P<0.01）（图1）。
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图 1　 各 细 胞 株 NDRG1 与 MMP-7 蛋 白 表 达 检 测　　 

A：Western blot 条带；B：NDRG1 与 MMP-7 蛋白表达
量比较

Figure 1　Determination of NDRG1 and MMP-7 protein expressions 
in cell lines　　A: Western blot bands; B: Comparison of the 
expression levels of both NDRG1 and MMP-7 protein

A

B

2.2  各细胞株的 qRT-PCR 检测

4 组 细 胞 株 中 N D R G 1 及 M M P - 7 在 m R N A 水 平

均 有 表 达 ， 低 分 化 细 胞 （ P A N C - 1 ） 中 N D R G 1 在

mRNA水平表达较中分化（BXPC -3）及高分化细

胞 株 （ C A P A N - 2 、 S W 1 9 9 0 ） 高 ， 差 异 均 有 统 计

学意义（PANC-1 vs .  BXPC-3：q=3.15，P<0.05；
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2.3  Western blot 及 qRT-PCR 对 siNDRG1 转

染效果的检测

Western blot与qRT-PCR结果显示，siNDRG1

转 染 组 P A N C - 1 细 胞 N D R G 1 蛋 白 与 m R N A 表 达 水

平 均 明 显 低 于 空 白 对 照 组 （ 均 P < 0 . 0 5 ） ， 但 阴

性 对 照 组 与 空 白 对 照 组 间 差 异 无 统 计 学 意 义 （ 均

P>0.05）（图3）。

2.4  siNDRG1 转 染 后 MMP-7 蛋 白 与 mRNA 表

达变化

W e s t e r n  b l o t 结 果 显 示 ， s i N D R G 1 转 染 组

PANC-1细胞MMP-7蛋白与mRNA表达水平均明显低

于空白对照组（均P<0.05），但阴性对照组与空白

对照组间差异无统计学意义（均P>0.05）（图4）。

2.5  MTT 检测 siNDRG1 干扰后 PANC-1 细胞增

殖变化

空 白 对 照 组 、 s i N D R G 1 转 染 组 与 阴 性 对 照

组 PANC-1细胞增殖率72 h：（62.53±9.45）%、

（42.26±10.24）%、（59.87±6.19）%；96 h：

（ 8 3 . 2 6 ± 6 . 4 7 ） % 、 （ 5 1 . 3 9 ± 1 1 . 2 9 ） % 、

（79.98±7.04）%；120 h：（84.67±7.12）%、

（ 6 1 . 5 7 ± 4 . 3 8 ） % 、 （ 8 1 . 4 3 ± 7 . 8 4 ） % 。

siNDRG1干扰后PANC-1细胞增殖能力受到抑制，

在 7 2 、 9 6 、 1 2 0  h 与 空 白 对 照 组 比 较 ， 差 异 均 具

有 统 计 学 意 义 （ t= 9 . 4 5 4 ，P< 0 . 0 1 ； t= 1 2 . 3 6 7 ，

P< 0 . 0 1 ； t= 3 . 7 3 3 ，P< 0 . 0 5 ） ， 而 阴 性 对 照 组 与

空 白 对 照 组 在 各 时 间 点 差 异 均 无 统 计 学 意 义 （ 均

P>0.05）（图5）。

图 3　各组 PANC-1 细胞 NDRG1 蛋白与 mRNA 检测　　 

A：Western blot 条带；B：各组 NDRG1 蛋白表达量比
较；C：各组 NDRG1 mRNA 表达量比较

Figure 3　Determination of NDRG1 protein and mRNA 
expressions in each group of PANC-1 cells　　A: 
Western blot bands; B: Comparison of the expression levels 
of NDRG1 protein among groups; C: Comparison of the 
expression levels of NDRG1 mRNA among groups
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P A N C - 1  v s .  C A P A N - 2 ： q = 9 . 3 5 ， P < 0 . 0 1 ； 

PANC-1 vs .  SW1990：q=9.95，P<0.01）；MMP-7

的 m R N A 在 4 种 细 胞 株 中 表 达 趋 势 与 N D R G 1 一

致 （ P A N C - 1  v s .  B X P C - 3 ： q= 3 . 2 7 ，P< 0 . 0 5 ； 

PANC-1 vs .  CAPAN-2：q=8.66，P<0.01；PANC-1 

vs .  SW1990：q=9.17，P<0.01）（图2）。 
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图 2　各细胞株 NDRG1 及 MMP-7 mRNA 表达检测

Figure 2　Determination of NDRG1 and MMP-7 mRNA expressions in cell lines
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A：Western blot 条带；B：各组 MMP-7 蛋白表达量比较；
C：各组 MMP-7 mRNA 表达量比较

Figure 4　Determination of MMP-7 protein and mRNA expressions 
in each group of PANC-1 cells　　A: Western blot bands; 
B: Comparison of the expression levels of MMP-7 protein 
among groups; C: Comparison of the expression levels of 
MMP-7 mRNA among groups
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Figure 5　Determination of proliferation in each group of PANC-

1 cells
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2.6  流式细胞仪检测 siNDRG1 干扰后 PANC-1
细胞调亡变化

s i N D R G 1 组 、 空 白 对 照 组 、 阴 性 对 照 组

P A N C - 1 细 胞 凋 亡 率 分 别 为 1 7 . 5 9 % 、 0 . 4 5 % 、

0.24%，siNDRG1组与阴性对照组或空白对照组比

较 ， 调 亡 率 明 显 增 高 ， 差 异 均 有 统 计 学 意 义 （ 均

P<0 .05），阴性对照组或空白对照组间差异无统

计学意义（P>0.05）（图6）。 

3  讨　论

胰 腺 癌 以 发 现 晚 、 治 疗 效 果 差 、 预 后 差 及 病

死 率 高 为 特 点 [ 9 ]。 经 多 中 心 研 究 显 示 ， 胰 腺 癌 的

1年生存率低于20%，5年生存率低于5%。80%以

上 的 患 者 在 确 诊 时 已 经 发 生 广 泛 转 移 。 患 者 均 死
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图 6　各组 PANC-1 细胞凋亡检测　　A：流式细胞仪检测；B：各组凋亡率比较
Figure 6　Detection of cell apoptosis in each group of PANC-1 cells　　A: Flow cytometry determination; B: Comparison of apoptosis rates 

among groups
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于癌肿恶性生长、转移及浸润 [ 10]。胰腺导管腺癌

在 胰 腺 癌 病 理 分 型 中 占 8 0 % ~ 9 0 % [ 1 1 ]。 目 前 无 论

是 手 术 、 放 疗 及 化 疗 均 不 能 显 著 提 高 患 者 的 生 存

率 [ 1 2 ]。 针对胰腺癌相关基因靶向治疗是目前的研

究 热 点 。 胰 腺 癌 的 发 生 及 发 展 是 多 基 因 的 协 同 作

用的结果[13]。 

本研究显示，在蛋白水平，NDRG1及MMP-7

在 P A N C - 1 、 B X P C - 3 、 C A P A N - 2 、 S W 1 9 9 0 4 组

细 胞 株 中 均 有 表 达 ， 在 低 分 化 细 胞 P A N C - 1 中

N D R G 1 在 蛋 白 水 平 表 达 较 中 分 化 B X P C - 3 及 高

分 化 细 胞 株 C A P A N - 2 、 S W 1 9 9 0 中 高 ， 提 示 ，

NDRG1及MMP -7可能参与恶性肿瘤细胞的生长及

分 化 行 为 ， N D R G 1 及 M M P - 7 表 达 上 调 会 导 致 胰

腺 癌 细 胞 分 化 程 度 差 ， 恶 性 度 增 高 。 在 m R N A 水

平，NDRG1及MMP-7在PANC-1表达较BXPC-3及

CAPAN -2、SW1990中高，提示NDRG1及MMP -7

对 胰 腺 癌 细 胞 分 化 及 恶 性 生 长 行 为 的 调 节 在 基 因

水 平 即 已 发 生 。 N D R G 1 作 为 α / β 水 解 酶 ， 具 有

磷 酸 泛 酰 巯 基 乙 胺 序 列 ， 能 够 活 化 氨 基 酸 及 脂 肪

酸 ， 在 细 胞 生 长 分 化 及 细 胞 周 期 中 起 到 重 要 作

用 [ 1 4 ]， 参与肿瘤细胞的蛋白水解代谢，从而促进

肿 瘤 细 胞 的 分 化 潜 能 ， 细 胞 周 期 从 G 1期 向 G 2期 转

化。NDRG1没有水解酶的催化位点，受N-myc的抑

制。NDRG1位于人染色体8q24，全长约60 kb，包

含着16个外显子及15个内含子，C末端包含3段特有

的具有10个亲水性氨基酸残基串联重复序列[15]。基

质 金 属 蛋 白 酶 作 为 蛋 白 水 解 酶 家 族 ， 在 肿 瘤 形 成

微环境中起到重要作用[16]。

本 研 究 采 用 s i R N A 转 染 胰 腺 癌 P A N C - 1 细 胞

株 ， 经 W e s t e r n  b l o t 及 q R T - P C R 在 蛋 白 及 m R N A

水 平 证 明 沉 默 效 率 达 到 6 0 % 以 上 ， 成 功 的 下 调 了

NDRG1在PAN-1细胞中的表达。NDRG1下调后，

经Western blot及qRT-PCR检测发现，MMP-7在蛋

白及mRNA水平表达下调 [10]。NDRG1对恶性肿瘤

生长分化等恶性行为的调控可能通过调控MMP -7

表 达 实 现 ， M M P - 7 可 与 N D R G 1 的 辅 基 酰 基 载 体

蛋 白 结 合 形 成 复 合 体 从 而 影 响 恶 性 肿 瘤 的 行 为 ，

NDRG1也可能上调MMP -7表达从而通过水解活性

促 进 胰 腺 癌 细 胞 从 原 发 灶 脱 落 、 迁 移 ， 在 远 隔 器

官种植浸润 [17]。MMP -7以酶原形式产生，激活后

即形成IV型胶原酶，从而降解、破坏靠近肿瘤表

面细胞外基质中I型、III型胶原，诱发肿瘤细胞沿

缺失的基膜环形侵润，结果即为恶性肿瘤细胞的侵

袭转移[18]。MMP-7可以与NDRG1的辅基酰基载体蛋

白结合，两者以复合体形式存在并激活，从而影响

胰腺癌的生长分化、凋亡增殖等恶性行为。

MTT显示，siNDRG1干扰后PANC-1细胞增殖

能力受到抑制，在72、96、120 h均低于空白对照

组 ， N D R G 1 表 达 下 调 后 P A N C - 1 细 胞 的 增 殖 能 力

明显受到抑制，流式细胞检测也显示，siNDRG1

干 扰 后 P A N C - 1 细 胞 凋 亡 率 升 高 ， 并 以 早 期 凋 亡

为主，NDRG1过表达可能抑制肿瘤细胞凋亡，对

其进行敲除后胰腺癌细胞凋亡增加。NDRG1通过

与 靶 基 因 3 ' 端 非 翻 译 区 的 不 完 全 配 对 抑 制 靶 基 因

mRNA的翻译或降解，从而参与细胞分化、增殖、

发育、凋亡、代谢生物过程 [19]。NDRG1对胰腺癌

细胞增殖及凋亡的调控作用可能与对MMP -7表达

的调控密切相关，需进一步实验证明。

本研究显示，NDRG1表达上调对胰腺癌细胞

的分化、增殖及凋亡具有调控作用。NDRG1对胰

腺癌细胞的调控作用可能通过MMP -7表达实现。

本 研 究 可 能 为 胰 腺 癌 治 疗 提 供 新 的 靶 点 ， 为 胰 腺

癌的治疗提供新的思路。
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