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　　摘要：目的　检测胰腺癌及癌旁组织中 Ｐｉｎ１和周期素 Ｄ１基因的表达，探讨 Ｐｉｎ１在胰腺癌发病中
所起的作用。方法　收集 ２７例胰腺肿瘤组织及其相应的肿瘤旁组织标本，采用实时荧光定量逆转录聚

合酶链反应法（ＲＱＲＴＰＣＲ）检测胰腺良恶性肿瘤及肿瘤旁组织中 Ｐｉｎ１和周期素 Ｄ１ｍＲＮＡ的表达，运用
Ｆｉｓｈｅｒ精确概率分析两者之间的相关性及其与肿瘤临床分期和病理特征的关系。结果　７例胰腺囊腺瘤
中周期素 Ｄ１和 Ｐｉｎ１的表达与肿瘤旁组织之间无显著性差异；而 ２０例胰腺癌中周期素 Ｄ１和 Ｐｉｎ１的表
达明显高于肿瘤旁组织［（２．７８±１．０２）ｖｓ．（４．３６±１．２７）和（５．４８±１．６９）ｖｓ．（９．９７±１．８６），
Ｐ＜０．０５）］。Ｐｉｎ１和周期素 Ｄ１与肿瘤的临床分期和病理分化程度无明显的相关（组间差异均为
Ｐ＞０．０５），但 Ｐｉｎ１与周期素 Ｄ１的表达有关（Ｐ＜０．０１）。结论　胰腺癌中 Ｐｉｎ１的过表达可促进周期素
Ｄ１表达，由此诱导了肿瘤的发生；Ｐｉｎ１可能在胰腺癌中起着重要作用。
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ＣＬＣｎｕｍｂｅｒ：Ｒ７３５．９　　　　　　Ｄｏｃｕｍｅｎｔｃｏｄｅ：Ａ

　　Ｐｉｎ１是人类多肽脯氨酰基顺／反异构酶，能
特异性地催化磷酸化的丝／苏 －脯氨酸基序发生
异构，改变底物蛋白的构象，调节底物蛋白的功

能。最近的研究显示，Ｐｉｎ１在多种肿瘤组织中过
表达，并能激活多条致癌通路 ［１］。Ｐｉｎ１作为肿瘤
发生的催化分子，在胰腺癌中的表达和作用尚不

清楚。本研究通过检测胰腺癌及癌旁组织中 Ｐｉｎ１
和周期素 Ｄ１基因的表达，探讨 Ｐｉｎ１在胰腺癌发
病中的作用及可能机制。

１　材料和方法

１．１　标本来源
肿瘤组织来自华中科技大学同济医学院附属

协和医院胰腺外科 ２００５年 ７月—２００６年 １月的
手术患者：（１）胰腺癌组，２０例。男 １２例，女
８例；年龄 ３４～８２（平均年龄 ５６．７岁）。（２）胰腺
囊腺瘤组，７例。男 ４例，女 ３例；年龄 ４１～７３
（平均年龄 ５３．２岁）。所有患者均为初治，在手
术前未进行化疗和放疗。对照组织为同一患者距

离肿瘤边缘 ２ｃｍ以上的切缘肿瘤旁组织，经病检
证实无肿瘤细胞浸润。留取组织标本置液氮中冻

存。

１．２　引物
ＰＣＲ引物序列根据 Ｐｒｉｍｅｒ５．０设计，并由上海

博亚生物技术有限公司合成。β－ａｃｔｉｎ引物：上
游为 ５′－ＡＧＣＡＧＡＧＡＡＴＧＧＡＡＡＧＴＣＡＡＡ－３′，下游
为 ５′－ＡＴＧＣＴＧＣＴＴＡＣＡＴＧＴＣＴＣＧＡＴ－３′。周期素
Ｄ１引物：上游为 ５′－ＣＣＧＴＣＣＡＴＧＣＧＧＡＡＧＡＴＣ－
３′，下 游 为 ５′－ＣＣＴＣＣＴＣＣＴＣＧＣＡＣＴＴＣＴＧＴ－３′。
Ｐｉｎ１引物：上游为 ５′－ＧＡＣＣＧＣＣＡＧＡＴＴＣＴＣＣＣＴＴ－
３′下游为 ５′－ＧＡＡＣＡＣＣＣＣＴＣＣＣＡＣＣＡＣＡ－３′。
１．３　实时定量逆转录聚合酶链反应（ｒｅａｌｔｉｍｅ

ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＱＲＴＰＣＲ）：

用 Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取组织中总 ＲＮＡ，紫外分光光
度仪检测 ＲＮＡ含量与纯度。第一链 ｃＤＮＡ合成反
应体系为 ２μｇＲＮＡ，０．５μｇＯｌｉｇｄＴ１５，４μＬ５×缓
冲液，２μＬ ｄＮＴＰｍｉｘ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ），２５Ｕ ＲＮａｓｅ，
２００ＵＭＭＬＶ逆转录酶，总体积为 ２５μＬ，４２℃孵育
１ｈ；然后，对 ＰＩＮ１和 β－ａｃｔｉｎ进行实时荧光定量

ＰＣＲ反应扩增。体系包括：（１）１０ ×缓冲液
２．５μＬ；（２）ｄＮＴＰ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）１μＬ；（３）荧光
（２０μｍｏｌ／Ｌ）０．５μＬ；（４）Ｔａｑ酶（１Ｕ／μｌ）０．５μＬ；
（５）上游引物（２０μｍｏｌ／Ｌ）０．５μＬ；（６）下游引物
（２０μｍｏｌ／Ｌ）０．５μＬ；（７）ｃＤＮＡ模板 ２μＬ；（８）
ＭｇＣｌ２（２０ｍｍｏｌ／Ｌ）２μＬ；（９）蒸馏水加至２５μＬ。
阴性对照用 １μＬ蒸馏水代替 ｃＤＮＡ模板。扩增条
件：９４℃变性 ２０ｓ，５６℃退火 ４０ｓ，７２℃延伸
２０ｓ；共扩增 ４０个循环。扩增结果采用 ＦＴＣ２０００
荧光 ＰＣＲ仪自带的实时荧光定量 ＰＣＲ分析程序
分析 Ｃｔ值，然后计算其相应的△Ｃｔ值（目的基因
ＰＩＮ１的 Ｃｔ值减去内参 β－ａｃｔｉｎ的 Ｃｔ值）。△Ｃｔ
值的越小说明基因拷贝数越多。

１．４　统计学处理
采用 ＳＰＳＳ１２．０统计软件进行统计学处理。

实验数据采用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示。用单
因素方差分析和 Ｆｉｓｈｅｒ精确检验法进行比较。显
著性水准为 ０．０５。

２　结　果

２．１　胰腺肿瘤中周期素 Ｄ１和 Ｐｉｎ１ｍＲＮＡ的表达
７例胰腺囊腺瘤中周期素 Ｄ１和 Ｐｉｎ１的表达

与肿瘤旁组织相比差异无显著性（５．２４±１．６２
ｖｓ．４．３６±１．２７，Ｐ＞０．０５；８．９８±１．８９ｖｓ．９．９７
±１．８６，Ｐ＞０．０５）；而 ２０例胰腺癌中周期素 Ｄ１
和 Ｐｉｎ１的表达较肿瘤旁组织明显升高（Ｐ＜０．０５）
（表 １）（图 １），其中有 １４例癌组织周期素 Ｄ１
ｍＲＮＡ的△Ｃｔ较肿瘤旁组织减少 ２个标准差以
上，有１３例癌组织 Ｐｉｎ１ｍＲＮＡ的△Ｃｔ较正常组织
减少 ２个标准差以上。

表 １　胰腺良恶性肿瘤及瘤旁组织中周期素 Ｄ１和

Ｐｉｎ１ｍＲＮＡ的表达（△Ｃｔ）

组织例数
ｍＲＮＡ的表达（△Ｃｔ）

周期素Ｄ１ Ｐｉｎ１

瘤旁组织 ２７ ４．３６±１．２７ ９．９７±１．８６

胰腺囊腺瘤 ７ ５．２４±１．６２ ８．９８±１．８９

胰腺癌 ２０ ２．７８±１．０２ ５．４８±１．６９

　　注：与瘤旁组织相比，Ｐ＜０．０５

９３４
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　　图１　ＰＣＲ扩增曲线图　　Ａ：β－ａｃｔｉｎ扩增曲线；Ｂ：周期素Ｄ１扩增曲线；Ｃ：Ｐｉｎ１扩增曲线　１：正常组织；２：胰腺良性肿

瘤组织；３：胰腺癌组织

２．２　相关性分析结果
Ｆｉｓｈｅｒ精确分析显示，Ｐｉｎ１和周期素 Ｄ１与肿

瘤的临床分期和病理分化程度无明显关系（Ｐ值
均大于 ０．０５）（表 ２），但 Ｐｉｎ１与周期素 Ｄ１的表
达密切有关（Ｐ＜０．０１）（表 ３）。

表２　胰腺癌中Ｐｉｎ１和周期素Ｄ１的表达与临床分期和分化
程度之间的关系

周期素Ｄ１

高 低 合计 Ｐ

Ｐｉｎ１

高 低 合计 Ｐ

淋巴转移

无

有

３

１１

３

３

６

１４
０．４２９

２

１１

４

３

６

１４
０．２３２

分化程度

高分化

中低分化

２

１２

３

３

５

１５
０．１２９

３

１０

２

５

５

１５
０．０８３

表３　胰腺癌中Ｐｉｎ１和周期素Ｄ１之间的关系

周期素Ｄ１表达

低 高
Ｐ

Ｐｉｎ１表达 低 ３ ４

高 ３ １０

合计 ６ １４〗 ０．００７

　　注：△Ｃｔ较肿瘤旁组织减少２个标准差以上为高表达，否则为

低表达

３　讨　论

胰腺癌是一种恶性程度很高的肿瘤，早期诊

断困难，临床确诊时大都已是晚期，手术切除率

低，患病率与病死率几乎一致［２］。随着分子生物

学研究的深入，从分子水平揭示胰腺癌发生发展

过程中出现的标志物，可能成为寻找胰腺癌早期

诊断和治疗靶点的重要途径。

Ｐｉｎ１是一种相对大分子质量（１８ｋＤ）的多肽
脯氨酰基顺／反异构酶，其通过催化丝／苏 －脯氨
酸基序顺／反异构体相互转变，使细胞周期中多
种关键蛋白激酶发生空间构象的改变，来调节蛋

白分子活性，促使细胞增殖 ［１］。正常组织细胞中

Ｐｉｎ１表达很低，而肿瘤组织中 Ｐｉｎ１表达明显增
加。Ｐｉｎ１表达增加造成细胞周期紊乱，加快细胞
的增殖，促进肿瘤的发生，因此，被认为是肿瘤发

生的催化分子［１］。研究［３］显示，乳腺癌中的 Ｐｉｎ１
较正常乳腺组织高 １０倍 。Ｂａｏ等［４］发现在 ２０４１
例肿瘤样本和 ６０９例正常组织标本，发现 ６３．３％
的（３８／６０）肿瘤 Ｐｉｎ１的表达超过了正常组织的
１０％，其中包括前列腺癌、乳腺癌、结肠癌和黑色
素瘤等。

本研究发现胰腺癌组织中 Ｐｉｎ１的表达明显
高于肿瘤旁组织，其中 １３／２０例 Ｐｉｎ１ｍＲＮＡ的
△Ｃｔ值较正常组织减少 ２个标准差以上，而表达
最高者△Ｃｔ值仅为正常组织的 １／３。由此推测
Ｐｉｎ１可能在胰腺癌的发病中起着重要作用。对
乳腺癌［３］和前列腺癌［５］的研究显示，Ｐｉｎ１在肿瘤
中不仅表达增高，而且与肿瘤的临床分期和预后

密切相关。然而，本研究结果显示 Ｐｉｎ１的表达与
胰腺癌的淋巴转移和分化程度并无明显关系。

此结果可能主要是病例数较少，尤其是早期和高

分化的胰腺癌例数少的缘故。

目前研究最多的 Ｐｉｎ１靶分子是周期素 Ｄ１，
它是 Ｇ１期最先被合成的周期素，为细胞 Ｇ１期进
入 Ｓ期的一个重要调控因子，形成周期素 Ｄ１－周
期素依赖的蛋白激酶 ４／６（ＣＤＫ４／６）复合物，通
过激活 ＣＤＫ４／６等作用，促进 ＤＮＡ合成，加速细
胞增殖［６］。周期素 Ｄ１的基因扩增和过度表达是
人类肿瘤最常见的基因异常之一［７］。本研究显示

胰腺囊腺瘤中周期素 Ｄ１的基因表达与肿瘤旁组
织无明显区别；胰腺癌组织中有 ７０．０％（１４／２０）
的呈周期素 Ｄ１ｍＲＮＡ高表达。

Ｆｉｓｈｅｒ精确 分析 显 示 周 期 素 Ｄ１的 上 调 与
Ｐｉｎ１的高表达密切相关。在 Ｐｉｎ１表达较高的肿
瘤组织中周期素 Ｄ１的表达也很高；在 １３例 Ｐｉｎ１
高表达的组织中有 １０例周期素 Ｄ１的表达也明
显升高。在乳腺癌的研究中显示［１］，Ｐｉｎ１通过
Ｒａｓ／ＡＰ－１和 β－连环素／Ｔ细胞因子（ＴＣＦ）信
号转导途径，增强周期素 Ｄ１的转录。Ｐｉｎ１能使

０４４
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磷酸化的 ｃＪｕｎ丝 －脯氨酸基序发生异构，增强
ｃＪｕｎ的活性；激活的 ｃＪｕｎ作用于周期素 Ｄ１启
动子的 ＡＰ－１位点，促进周期素 Ｄ１的表达。
Ｐｉｎ１还能使 β－连环素异构，导致 β－连环素在
细胞核内聚集，大量 β－连环素作用于周期素 Ｄ１
启动子的 ＴＣＦ位点，提高了周期素 Ｄ１的转录。
已有的研究显示胰腺癌中 ｃｊｕｎ和 β－连环素的
表达增加，β－连环素核浆比例失调［８－１０］。故认

为，胰腺癌中 Ｐｉｎ１可能通过对 ｃｊｕｎ和 β－连环
素的调节从而影响周期素 Ｄ１的基因表达。

本实验结果可见，胰腺癌 Ｐｉｎ１的过表达可能
通过 Ｒａｓ／ＡＰ－１和 β－连环素／ＴＣＦ途径增强周
期素 Ｄ１的转录，使周期素 Ｄ１基因扩增，促进细
胞增殖，诱导了肿瘤的发生发展，有效地抑制

Ｐｉｎ１表达或 Ｐｉｎ１的功能可能成为胰腺癌治疗的
新靶点。
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