
 第 25 卷 第 9 期
  2016 年 9 月

中国普通外科杂志 
Chinese Journal of General Surgery

Vol.25　No.9
Sep. 　2016

© 版权归中国普通外科杂志所有 http://pw.amegroups.com1276

TAp63 在胰腺癌中的表达及意义

喻亚群，莫庆荣，李淑群，陈谦，廖维甲

（桂林医学院附属医院  肝胆胰外科，广西 桂林 541001）

                                                                                                                                                                                                                                                                                 

摘   要 目的：探讨 TAp63 在胰腺癌中的表达及其意义。

方法：分别 real-time PCR 和 Western blot 检测 TAp63 mRNA 与蛋白在 21 例胰腺癌及其配对癌旁组织、

3 种胰腺癌细胞（PANC-1、CFPAC-1、BxPC3）及正常胰腺细胞（HPDE6-C7）中的表达；用 TAp63-

siRNA 转染 PANC-1 细胞后，观察 TAp63 mRNA 与蛋白表达的变化，并用 MTT 和 BrdU 法检测转染后

PANC-1 细胞的增值情况。

结果：胰腺癌组织中 TAp63 mRNA 表达量明显低于癌旁正常胰腺组织（t=2.572，P=0.0158）；TAp63 

mRNA 与蛋白在 3 种胰腺癌细胞株中的表达量均明显低于正常胰腺 HPDE6-C7 细胞（均 P<0.05）。与

未处理的 PANC-1 细胞比较，转染 TAp63-siRNA 后的 PANC-1 细胞 TAp63 mRNA 与蛋白明显降低，但

细胞增殖与 DNA 合成能力均明显增强（均 P<0.05）。

结论：TAp63 在胰腺癌组织与细胞中表达降低，且表达量越低，细胞生长能力越强。

关键词 胰腺肿瘤；肿瘤抑制蛋白质类；细胞增殖
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TAp63 expression in pancreatic cancer and its significance
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Abstract Objective: To investigate TAp63 expression in pancreatic cancer and its significance. 

Methods: The mRNA and protein expressions of TAp63 in 21 paired specimens of pancreatic cancer tissues and 

their adjacent normal pancreatic tissues, as well as three different pancreatic cancer cell lines (PANC-1, CFPAC-1 

and BxPC3) and normal pancreatic cell line (HPDE6-C7) were determined by real-time PCR and Western blot, 

respectively. PANC-1 cells were transfected with TAp63-siRNA, and then, the changes in mRNA and protein 

expressions of TAp63 were observed and the proliferation of PANC-1 cells after transfection was detected by 

MTT and BrdU assay, respectively.

Results: The TAp63 mRNA expression level in pancreatic cancer tissue was significantly lower than that in their 

adjacent normal pancreatic tissues (t=2.572, P=0.0158); both mRNA and protein expression levels of TAp63 were 

significantly lower in all the three types of pancreatic cancer cell lines than those in HPDE6-C7 cells (all P<0.05). 

In PANC-1 cells transfected with TAp63-siRNA compared with untreated PANC-1 cells, both the abilities of 
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胰 腺 导 管 腺 癌 （ p a n c r e a t i c  d u c t a l  a d e n o -

ca rc inoma，PDAC）简称胰腺癌，是我国最常见

的 恶 性 肿 瘤 之 一 ， 其 病 因 和 发 病 的 分 子 机 制 尚 不

明确 [1-4]。近年来，癌基因或抑癌基因变异引起的

相 关 功 能 因 子 的 表 达 紊 乱 而 导 致 胰 腺 癌 发 生 发 展

的 基 因 功 能 研 究 是 胰 腺 癌 病 因 和 发 病 分 子 机 制 研

究的重要方向[5-8]。

p 6 3 是 肿 瘤 抑 制 基 因 p 5 3 家 族 成 员 ， 其 某 些

亚 型 被 认 为 是 肿 瘤 抑 制 基 因 ， 而 另 一 些 亚 型 被 认

为是致癌基因 [9-12]。TAp63作为p63的同源体，包

含一个转录激活区域（transac t iva t i on  domain，

TA），具有调控肿瘤凋亡功能 [10,  13]。有报道 [14]指

出 ， T A p 6 3 可 抑 制 结 肠 癌 的 远 端 转 移 。 另 外 有 报 

道[15-16]指出，在头颈鳞状细胞癌中，TAp63表现出

抑制肿瘤的作用。在胰腺癌中，关于TAp63的研究

报道很少见 [ 1 0 ]。 本研究拟从细胞、分子和组织不

同层面说明TAp63对胰腺癌增殖的调控作用。

1　材料与方法

1.1  材料

1.1.1  主要试剂　人正常胰腺导管上皮细 HPDE6-C7，

人 胰 腺 癌 细 胞 系 PANC-1、CFPAC-1、BxPC3 购

自 中 国 科 学 院 典 型 培 养 物 保 藏 委 员 会 细 胞 库。 鼠

源 抗 TAp63 多 克 隆 抗 体 以 及 鼠 源 抗 GAPDH 多 克

隆 抗 体 均 购 自 美 国 Abcam 公 司。TAp63-siRNA

（V2LHS24249）及 Con-siRNA（RHS4346）购自

美国 BioSystems 公司。细胞转染试剂 lipo-2000 购

自美国 Life Technology 公司。

1.1.2  标本来源及分组　选取 2012 年 1 月—2014 年

12 月期间桂林医学院附属医院肝胆胰外科手术治

疗并经病理诊断证实的胰腺癌 21 例及其配对癌旁

组织。患者术前均未进行任何放、化疗或免疫治疗。

手术后 0.5~1 h迅速取组织冻存于液氮备用。所有

标 本 及 其 临 床 资 料 的 获 得 均 经 桂 林 医 学 院 附 属 医

院伦理委员会批准。

1.1.3  主 要 仪 器　PCR 仪 为 美 国 Bio-Rad 公 司 产

品；电泳装置，标准湿式转膜装置均为美国 Bio-Rad

公司产品。其他常用试剂均为国产分析纯。

1.2  方法

1.2.1  细 胞 培 养　 人 胰 腺 癌 细 胞 PANC-1、

CFPAC-1 和 BxPC3 在含 10% 胎牛血清、100 U/mL

青霉素、100 mg/L 链霉素的 RPMI-1640 培养基中，

置于 37 ℃、5% CO2、饱和湿度培养箱内常规传代

培养。实验用细胞均为对数生长期细胞。

1.2.2  TAp63 基 因 siRNA 序 列 转 染　 制 备 终 浓

度为 80 nmol/L 的 siRNA- 脂质体复合物，实验组

加入 TAp63-siRNA 混合物，同时设置阴性对照组

（Con-siRNA）。将人胰腺癌 PANC-1 细胞以每孔

2×105 个接种于 6 孔板，待细胞增殖至 70%~80%

时， 更 换 无 血 清 培 养 基， 采 用 Lipo-2000 将

TAp63-siRNA 转染细胞。

1.2.3  real-time PCR 检测　取约 50 mg 的组织块

置研钵中研磨成粉末状，加入 1 mL TRIzol 试剂，

按操作说明分别抽提组织总 RNA，测定 RNA 浓度。转

染组细胞中，取 1 个 6 孔板的细胞，约 1×106 个细胞。

取 50 μg 总 RNA 进行反转录反应合成 cDNA，然

后 以 cDNA 为 模 板、GAPDH 作 为 内 参 照， 进 行

PCR 反应。PCR 扩增的反应条件为：95 ℃ 30 s 预

变性；95 ℃ 5 s，60 ℃ 20 s，40 个循环。TAp63

上 下 游 引 物 序 列：5'-CTC TGC CAC TGT ATG 

TTG-3' 和 5'-AAT GAG TTC ACC TGC TAT G-3'，

扩 增 片 段 长 度 为 113 bp；GAPDH 上 下 游 引 物：

5'-GGT GAA GGT CGG AGT CAA CG-3' 和 5'-CAA 

AGT TGT CAT GGA TGH ACC-3'， 扩 增 片 段 长

度 为 500 bp， 实 验 重 复 3 次。 反 应 结 束 后， 使 用

BIO-RAD real-time PCR 仪 自 带 软 件 分 析 PCR 过

程中样本的 CT（threshold cycle）值，采用 2-ΔΔCT

计算各目的基因相对反应起始拷贝数。

1.2.4  Western blot 检测候选靶基因 TAp63 蛋白

proliferation and DNA synthesis were significantly increased (all P<0.05).

Conclusion: TAp63 expression is down-regulated in pancreatic cancer tissue and cells, and the lower the level of 

TAp63 expression, the stronger is the growth ability of the cells. 

Key words Pancreatic Neoplasms; Tumor Suppressor Proteins; PANC-1; Cell Proliferation 
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表达水平　提取各组全细胞蛋白质，Bradford 法测

定蛋白质含量。按每孔 10 μg 上样，并向 2 个空白

泳 道 中 各 加 入 10 μL Marker， 常 规 SDS-PAGE 电

泳。 电 泳 完 成 后 以 半 干 式 电 泳 转 移 法 将 蛋 白 条 带

转 移 到 PVDF 膜 上。 电 转 完 成 后 取 出 PVDF 膜，

3% BSA 4 ℃封闭过夜。倾去 BSA，在其上加入相

关蛋白的一抗，β-actin 作为内参与 PVDF 膜在室

温共孵育 2 h。PBS 漂洗后再分别用结合辣根过氧

化 物 酶 的 二 抗 孵 育。ECL 化 学 发 光 法 进 行 显 色，

X 光胶片上曝光，随后显影、定影，用图像分析系

统测定蛋白条带的光密度，进行定量分析。

1.2.5  MTT 检测细胞生长曲线　收集各组处于对

数生长期的胰腺癌 PANC-1 细胞，把细胞悬液浓度

调节为 1×105/mL。将 100 μL（含 1×104 个细胞）

的细胞悬液种入每孔中，每组设 5 个复孔，种 5 块

96 孔板。置于 37 ℃，5% CO2 培养箱孵育，把种

板时间作为起始时间点 0 h，在 0 h 取出一块 96 孔

细胞培养板，每孔加入 10 μL 0.5% MTT 溶液，继

续培养 4 h。离心（1 000 r/min×10 min），小心

吸掉孔内上清液，每孔均加入 100 μL 二甲基亚砜，

将 96 孔板置摇床上，低速振荡 10 min，充分溶解

结晶物。在酶联免疫检测仪上波长 490 nm 处分别

测量各孔的吸光度（A）。同时设置调零孔（MTT、

培养基、二甲基亚砜）。此后每隔 1 天取 1 块培养

板检测 490 nm 的 OD 值，一共检测 5 d。

1.2.6   BrdU 检测细胞增殖能力　细胞以 2×103/mL 细

胞 数 接 种 于 96 孔板中，培养 1 d，用含 0.4％ FCS

培养液同步化 2 d，使绝大多数细胞处于 G0 期。终止

细胞培养前，加入 BrdU（终浓度为 10 μmol/L），37 ℃，

孵育 24 h。去除培养基，细胞被固定 30 min，过氧化

物酶孵育耦合抗 BrdU 抗体（Sigma-Aldrich 公司）

孵育 60 min，用 PBS 洗 3 次，加过氧化物酶底物（四

甲基联苯胺）染色 30 min，在 490 nm 处测定各组

的 OD 值。

1.3  统计学处理

采用SPSS 17.0统计软件进行分析，数据用均

数±标准差（x±s）表示，两两比较采用两独立样

本t检验，P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  TAp63 在胰腺癌组织 / 细胞和正常胰腺组织 /

细胞中的表达差异

为 观 察 T A p 6 3 在 胰 腺 癌 组 织 / 细 胞 和 正 常 组

织 / 细 胞 中 的 表 达 差 异 ， 本 研 究 分 别 用 r e a l - t i m e 

PCR和Western blo t法在mRNA和蛋白水平检测了

胰 腺 癌 组 织 / 细 胞 和 正 常 胰 腺 组 织 / 细 胞 中 T A p 6 3 

m R N A 和 蛋 白 质 的 表 达 水 平 。 结 果 显 示 ， 2 1 例 胰

腺 癌 组 织 及 配 对 癌 旁 组 织 样 本 中 ， 胰 腺 癌 组 织

中TAp63  mRNA表达水平相对正常组织明显下调

（t=2.572，P<0.05）；胰腺癌3种细胞系PANC-1、

CFPAC-1和BxPC3细胞中，TAp63 mRNA和蛋白质

的表达水平相对正常胰腺细胞HPDE6-C7明显下调

（均P<0.05）（图1）。

图 1　TAp63 在胰腺癌组织 / 细胞和正常胰腺组织 / 细胞中的表达检测　　A：TAp63 mRNA 在 21 例胰腺癌组织和配对癌旁组

织中表达；B：TAp63 mRNA 在 3 种细胞胰腺癌系和正常胰腺细胞中表达；C：TAp63 蛋白在 3 种细胞胰腺癌系和正常

胰腺细胞中的表达
Figure 1　Determination of TAp63 expressions in pancreatic tissues/cells and normal pancreatic tissues/cells　　A: TAp63 mRNA 

expression levels in pancreatic cancer tissues and their adjacent normal pancreatic tissues; B: TAp63 mRNA expression levels in three 
different pancreatic cancer cells and normal pancreatic cells; C: TAp63 protein expression levels in three different pancreatic cancer cells 
and normal pancreatic cells
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2.2  转染 TAp63-siRNA 对 TAp63 表达水平的影响

用TAp63-siRNA转染PANC-1细胞后，分别用

real- t ime PCR和Western blot法在mRNA和蛋白水

平检测TAp63表达变化，结果显示，阴性对照组相

对于空白对照组无明显变化，TAp63 -s iRNA转染

组相对于阴性对照组，TAp63 mRNA表达量下调的

75%左右，蛋白水平下调80%左右，差异均有统计

学意义（均P<0.05）（图2）。

2.3  转染 TAp63-siRNA 对 PANC-1 细胞增殖的

影响

与上述同样的分组，MTT和BrdU法检测结果

显示，转染TAp63 -s iRNA后，从细胞生长曲线可

以观察到，沉默TAp63可明显促进PANC -1细胞的

生长；而BrdU结果显示，沉默TAp63可明显促进

细胞DNA合成（图3）。

图 2　转染 TAp63-siRNA 对 PANC-1 细胞中 TAp63 表达的影响　　A：PANC-1 细胞 TAp63 mRNA 的表达变化；B：PANC-1
细胞中 TAp63 蛋白表达变化

Figure 2　Influence of TAp63-siRNA transfection on TAp63 expressions in PANC-1 cells　　A: Alteration in TAp63 mRNA expression in 
PANC-1 cells; B: Alteration in TAp63 protein expression in PANC-1 cells

图 3　TAp63-siRNA 转染对 PANC-1 细胞增殖的影响　　A：MTT 法检测细胞生长曲线；B：BrdU 法检测细胞的 DNA 合成能

力
Figure 3　Influence of TAp63-siRNA transfection on proliferative ability in PANC-1 cells　　A: Cell growth curves determined by MTT 

assay; B: Determination of DNA synthesis ability by BrdU assay
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3　讨　论

p 6 3 不 仅 对 各 种 上 皮 组 织 的 正 常 发 生 与 分 化

和 维 持 细 胞 形 态 具 有 重 要 功 能 ， 而 且 在 促 进 癌 细

胞凋亡方面也扮演重要角色。p63基因是p53基因

家族成员，人类p63基因定位于第3q27~3q29，包

含15个外显子，在两个不同的启动控制下，编码

两 类 转 录 产 物 ： 一 类 为 全 长 型 p 6 3 （ T A p 6 3 ） ，

另 一 类 为 截 短 型 p 6 3 （ Δ N p 6 3 ） [ 1 7 ]。 以 往 研 究 [ 9 ]

发 现 T A p 6 3 显 示 出 促 凋 亡 作 用 ， 可 被 致 死 因 子 如

CD95、TNF、TRAIL及线粒体（bax，puma）信

号通路所介导。本研究发现，通过RNA干扰下调

T A p 6 3 的 表 达 ， 可 以 导 致 胰 腺 细 胞 中 T A p 6 3 的 水

平 降 低 。 通 过 转 染 T A p 6 3 - s i R N A 进 入 人 P A N C - 1

细胞可促进胰腺癌细胞的生长和细胞DNA合成，

这 些 结 果 证 明 了 T A p 6 3 对 胰 腺 癌 细 胞 的 抑 增 殖 作

用。TAp63具有转录激活域，可以结合p53同源序

列并诱导p53靶基因的转录，如p21/Waf t、14 -3 -

36、Bax、PUMA、NOXA、CD95/FAS、PERP和

A P A F - 1 基 因 ， 从 而 抑 制 细 胞 周 期 和 诱 导 细 胞 凋 

亡 [18]。因而在肿瘤的研究中，TAp63成为人们探索

肿瘤的发生机制、临床诊断和治疗应用的对象。

T A p 6 3 的 损 耗 和 缺 失 是 肿 瘤 组 织 中 十 分 常 见

的现象，而TAp63的过表达据报道常在各种肿瘤中

显示出抑制癌细胞生长和增殖的作用，所以TAp63

一 直 是 多 种 治 疗 策 略 的 关 键 点 [ 1 9 - 2 0 ]。 本 实 验 结 果

显 示 ， T A p 6 3 在 胰 腺 癌 组 织 、 细 胞 中 低 表 达 ， 且

通 过 T A p 6 3 - s i R N A 转 染 P A N C - 1 细 胞 的 进 一 步 验

证，TAp63抑制胰腺癌细胞增殖。这些结果预示着

TAp63作为癌症抑制因子可能在胰腺癌发展过程中

起到重要作用。

综 上 所 述 ， 深 入 了 解 T A p 6 3 抑 制 胰 腺 癌 细 胞

的 增 殖 作 用 及 相 关 机 制 ， 可 能 为 胰 腺 癌 的 诊 断 、

病 情 监 测 提 供 实 验 依 据 ， 有 可 能 将 其 作 为 胰 腺 癌

治 疗 的 新 的 作 用 靶 点 ， 对 于 指 导 治 疗 、 提 高 术 后

生存率有十分重要的意义。
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