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【摘　要】　目的　探讨压电型机械敏感离子通道元件２ (piezoelectrictypemechanosensitiveionchannelcomponent２,

PIEZO２)对胰腺癌细胞发生发展的影响.方法　采用免疫组织化学技术检测胰腺癌与癌旁组织的 PIEZO２阳性率;将

PIEZO２干扰片段转染到胰腺癌细胞PancＧ１中,通过实时荧光定量PCR (qPCR)和蛋白免疫印迹 (WB)检测PIEZO２的转

录水平及蛋白水平.以细胞计数试剂盒Ｇ８ (CellCountingKitＧ８,CCK８)检测细胞增殖情况,transwell法检测细胞的迁移侵

袭能力.通过IlluminaHiSeqTMXTen进行cDNA文库构建并测序,分析干扰PIEZO２后PancＧ１细胞内差异基因并通过 GO
富集分析参与基因富集的相关通路.结果　胰腺癌组织中PIEZO２表达水平高于癌旁组织,且高PIEZO２表达的胰腺癌患者

总生存率较低.敲减PIEZO２基因后,qPCR和 WB结果显示PIEZO２的表达量较对照组减低,差异具有统计学意义.敲减

组的增殖、迁移、侵袭能力均低于对照组,且差异具有统计学意义.对两组进行转录组分析发现,两组分别获得１５５２１,

１５３２５个基因,与敲减组相比,对照组有３４１１个差异表达基因 (differentiallyexpressedgenes,DEGs)上调,２８３０个

DEGs下调,GO富集分析发现 DEGs基因主要富集于细胞内解剖结构、细胞连接和细胞外基质.结论　敲除 PIEZO２可抑

制细胞的增殖、迁移和侵袭,PIEZO２通过调控细胞解剖结构、细胞连接和细胞外基质参与胰腺癌的发生发展,靶向

PIEZO２将是胰腺癌新的治疗策略.
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　　胰腺癌是消化系统常见的恶性肿瘤之一[１].由

于早期检出率低,胰腺癌患者总体５年生存率不足

１１％[２].胰腺癌细胞具有转移潜能,导致预后不

良,影响治疗效果[３].肿瘤细胞与周围微环境相互

作用,参与机械特性的改变,影响癌症发生和传

播[４Ｇ５].压电型机械敏感离子通道元件２ (piezoeＧ
lectric type mechanosensitive ion channel
component２,PIEZO２)是机械敏感的离子通道,
对膜的机械变形有反应[６],研究表明PIEZO２在多

种肿瘤中参与机械异常性疼痛、增殖、迁移等多种

生物过程[７Ｇ８],但 PIEZO２在胰腺癌中的研究尚未

见报道.本研究旨在分析PIEZO２在胰腺癌中的生

物学功能和涉及的相关通路,主要通过分析胰腺癌

芯片中PIEZO２的表达情况,随后通过在胰腺癌细

胞中敲减PIEZO２观察细胞生物功能改变,并通过

转录组分析该改变涉及的通路,以评估其在胰腺癌

发生发展中的作用.

１　材料与方法

１􀆰１　材料　人胰腺癌细胞系PancＧ１由 ATCC细胞

库购买.PancＧ１细胞在含有１０％胎牛血清 (FBS)、

１％青霉素Ｇ链霉素的 DMEM 培养基中生长,放置

于含５％ CO２、３７℃的培养箱中培养.

１􀆰２　方法

１􀆰２􀆰１　免疫组织化学　胰腺癌组织芯片 (直径１􀆰５
mm,芯片厚度４μm)购于Biochip公司,纳入了

５２例伴有邻近正常组织的胰腺癌.兔抗人PIEZO２
多克隆一抗 (Proteintech)按１∶５００稀释,免疫

组化程序和染色评分遵循先前研究的方案[９].

１􀆰２􀆰２　构建干扰PIEZO２的胰腺癌细胞株　siＧPIＧ
EZO２购于SigmaＧAldrich公司,在转染前１２h将

PancＧ１细胞接种到６孔板中.根据说明书,使用

Lipofectamine３０００ (Invitrogen)将终浓度为１００
nmol/L的siRNA 转染到细胞中.在转染后４８h
后,检测干扰效率.

１􀆰２􀆰３　实时荧光定量PCR (qPCR)　采用 Trizol
法分离细胞中的总 RNA.用逆转录试剂盒 (Life)
将分离的总 RNA 逆转录合成cDNA.参照SYBR
Green试剂盒 (Life)说明书,配制反应体系上机
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(引物序列见表１).下机后,根据２ＧΔΔCt法对数据进

行相对定量分析,计算公式如下 (X表示任意一个

样本):ΔΔCt＝ (Ct．Target－ Ct．内参 )X－ (Ct．Target－
Ct．内参 )Control.

表１　用于qPCR检测的引物

引物 序列 (５′Ｇ３′)

GAPDHＧForward AATCCCATCACCATCTTAAC
GAPDHＧReverse TGGACTCCACGACGTACTCA
PIEZO２ＧForward CACCTGGCTACAACTGCTCA
PIEZO２ＧReverse CCCGATGTCAGGTACAAACA

１􀆰２􀆰４　蛋白免疫印迹 (WB)　收集细胞,用放射

免疫沉淀法裂解缓冲液 (RIPA)(SolarbioScience
& Technology公司)裂解蛋白,高速冷冻离心,
收集蛋白质样品,加入蛋白缓冲液,９５ ℃水浴加

热５min,蛋白质充分变性;检测蛋白浓度,调整

蛋白浓度等量上样,十二烷基硫酸钠Ｇ聚丙烯酰胺

(SDSＧPAGE)凝 胶 电 泳,转 移 到 偏 二 氟 乙 烯 膜

(PVDF),用５％脱脂乳在室温下封闭膜１h.４℃
孵育一抗过夜,漂洗后加入二抗 (GAPDH １∶
１０００,PIEZO２１∶１０００),孵育２h,漂洗后置于

凝胶成像仪中自动曝光,分析蛋白表达含量.

１􀆰２􀆰５　细胞增殖实验　将处于对数生长期的各实

验组细胞用胰酶消化后,稀释细胞到１×１０５ 个/

mL,接种于９６孔板继续培养.２４h后,每孔加入

１０％ CCKＧ８,置于３７℃培养箱内继续培养４h后

置于酶标仪４５０nm 处检测每孔 OD值.

１􀆰２􀆰６　细胞迁移实验　制备细胞悬液,调整细胞

数量至１×１０５ 个/mL.取细胞悬液１００μL 加入

Transwell小室上表面,下室加入６００μL 含２０％
FBS的培养基培养,２４h后用棉签擦去上室细胞.
移除上、下室的液体,下室加入６００μL４％多聚甲

醛固定细胞３０min,移除多聚甲醛,用棉签擦除未

穿过膜的细胞,下室加入６００μL０􀆰１％结晶紫染色

１５min,用PBS洗涤小室２次,每组在显微镜下随

机选取视野拍照,观察细胞并计数.

１􀆰２􀆰７　细胞侵袭实验　４ ℃融化 Martrigel基质

胶,用无血清培养基以１∶８于冰上稀释 Martrigel
标准 胶, 取 ５０ μL 稀 释 的 Martrigel 胶 包 被

Transwell上室,４℃风干,３７℃使其彻底凝固后,
置于２４孔板内.取１００μL细胞悬液 (细胞数调整

至１×１０５ 个/mL)加入Transwell小室上表面,下

室加入６００μL含２０％ FBS的培养基培养,２４h后

用棉签擦去上室细胞.其余步骤与迁移实验相同.

１􀆰２􀆰８　细胞转录组测序　将PancＧ１细胞转染４８h
后进行cDNA 文库构建.使用IlluminaHiSeqTMX
Ten进行cDNA文库构建并测序.测序结果与小鼠

参考基 因 组 进 行 转 录 本 拼 接 对 齐 的 层 次 索 引 ２
(HISAT２)比对.以每千碱基转录物的片段数测量

基因表达水平,该值≥０􀆰５认为表达.组间差异表

达基因 (DEGs)进行聚类分析和功能注释.对于

基因,倍数差异 (foldchange)≥１􀆰０和控制错误

发现率法 (FDR)＜０􀆰０５被认为具有统计学意义.
对DEGs使用基因本体 (GO)和京都基因与基因

组百科全书 (KEGG)数据库进行通路注释.

１􀆰３　统计学分析　实验数据采用SPSS２０􀆰０统计

软件分析,计量资料以x ±s 表示,计量资料两独

立样本均值比较采用t检验.计数资料两样本间的

比较采用χ２ 检验.P＜０􀆰０５被认为差异具有统计

学意义.

２　结果

２􀆰１　PIEZO２在胰腺癌中的表达情况　与正常组织

组相比,胰腺癌组的PIEZO２表达升高 (７３􀆰１％的

癌组织呈现出高表达,３０􀆰８％的癌旁组织呈高表

达,χ２＝２５􀆰５５８,P ＜０􀆰０００１),并且,PIEZO２
主要位于细胞膜和细胞质 (图１a).根据 PIEZO２
表达高低,探讨 PIEZO２表达与胰腺癌病理分级、
神经/血管浸润、肿瘤浸润深度、淋巴结转移临床

病理特征的关系,数据显示PIEZO２表达高低与肿

瘤浸润深度有关 (χ２＝１９􀆰１５５,P＜０􀆰０４)(表２).
生存曲线显示在胰腺癌组中低表达PIEZO２的患者

生存期更长 (图１b).

表２　PIEZO２在胰腺癌组织中的表达水平与

临床病理特征的关系 (n＝５２,例)

因素 例数
PIEZO２在胰腺癌组织中的表达

高表达 (n＝３８)低表达 (n＝１４)
χ２ 值 P 值

病理分级

　Ⅰ~Ⅱ级 ２７ １８ ９ ２􀆰３２０ ０􀆰６７７

　Ⅱ级及以上 ２５ ２０ ５
神经/血管侵犯

　是 ２８ １８ １０ ０􀆰９４０ ０􀆰６２５

　否 ２４ ２０ ４
肿瘤浸润深度

　T１~T２ ２８ １８ １０ １９􀆰１５５ ０􀆰０４

　T３~T４ ２４ ２０ ４
淋巴结转移

　是 ３１ ２５ ６ ３􀆰６２５ ０􀆰４５９

　否 ２１ １３ ８
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　　注:(a)免疫组化检测胰腺癌与癌旁组织中的PIEZO２表

达情况;(b)PIEZO２表达高低与生存期的关系.

图１　PIEZO２在胰腺癌中的表达情况

２􀆰２　PIEZO２在胰腺癌细胞株中的生物学功能　
qPCR结果显示 PIEZO２敲减组的 PIEZO２相对表

达量 (０􀆰２０±０􀆰１５)低于对照组 (１􀆰０１±０􀆰１６),
差异具有统计学意义 (t＝－６􀆰４７４,P＝０􀆰００３,图

２a).WB 结 果 表 明 敲 减 组 的 PIEZO２ 蛋 白 含 量

(０􀆰６８±０􀆰０３)低于对照组 (１􀆰００±０􀆰０２)且差异

具有统计学意义 (t＝－１５􀆰３２４,P＜０􀆰０００１,图

２b).CCK８结果显示敲减组的细胞增殖率 (０􀆰９８
±０􀆰１４)低于对照组 (１􀆰３４±０􀆰１０)且差异具有统

计学意义 (t＝－４􀆰５５１,P＝０􀆰００３,图２c),迁移

侵袭实验结果显示敲减组的细胞迁移率 (１３４􀆰００±
６􀆰５６)、侵 袭 率 (１６４􀆰６７±４􀆰７３)均 低 于 对 照 组

(５６３􀆰３３±１３􀆰３２、８３０􀆰３３±３２􀆰１３)且差异具有统

计学意义 (t＝－５０􀆰０９７,P＜０􀆰０００１,见图２d;

t＝－３５􀆰５０３,P＜０􀆰０００１,见图２e).

　　注:(a)qPCR检测PIEZO２的相对表达量; (b)WB检

测PIEZO２蛋白含量;(c)CCK８检测细胞增殖情况; (d)trＧ
answell检测细胞迁移能力;(e)transwell检测细胞侵袭能力.
①表示P＜０􀆰０１,②表示P＜０􀆰００１.

图２　敲减PIEZO２后PancＧ１细胞功能学变化情况

２􀆰３　转录组学分析干扰PIEZO２后胰腺癌细胞基

因表达的变化　将敲减组和对照组细胞进行转录组

测序,结果分别得到６４８２３２３７００,６５３０２１３６００
bp原始数列,整理后分别获得４２８９９８１９,４３２１３６９４
条序列,经匹配基因,分别获得１５５２１,１５３２５个

基因,其中共有基因１４３９９个.火山图结果显示对

照组与敲减组相比,有３４１１个 DEGs上调,２８３０
个DEGs下调 (图３a,见封三).对 DEGs进行聚

类分析绘制热图,显示两组之间 DEGs区分明显

(图３b,见封三).GO富集分析结果显示 DEGs富

集在细胞内解剖结构、细胞连接和细胞外基质的比

例最高 (图３c,见封三).

３　讨论

胰腺癌是一种高转移率和高死亡率的癌症.目

前,手术切除是胰腺癌最有效的治疗选择,但延误

诊断和无效的治疗方案等原因导致其发现时多为晚

期,而肿瘤生长的位置多在重要动脉周围和主动脉

旁,导致手术切除难度大[１０].因此,寻找新的有

效药物或新的潜在靶点治疗胰腺癌已成为当务

之急.
最近的研究表明,PIEZO２参与了癌症的进展.

敲低PIEZO２减少胃癌细胞的迁移[１１].Etem 研究

表明,PIEZO２表达功能障碍可能通过引起增殖改

变和血管生成参与膀胱癌的癌变[１２],PIEZO２基因

高甲基化是喉鳞状细胞癌的潜在生物标志物[１３].
本研究结果显示,PIEZO２在胰腺癌中高表达,并

与胰腺癌患者总生存率降低强相关,敲低 PIEZO２
可抑制细胞迁移和侵袭.这结果表明PIEZO２在胰

腺癌中的功能与在其他肿瘤中相似.敲低 PIEZO２
会影响内皮中的 Ca２＋ 信号,从而调节血管张力、
动脉血压和血管生成[１４].此外,Ca２＋ 触发 Wnt１１Ｇ

βＧCatenin信号通路,激发肿瘤血管生成和胶质瘤

细胞的侵袭潜能[１５].Wnt/βＧcatenin通路在细胞增

殖和分化中发挥重要作用[１６],Wnt/βＧcatenin通路

失调可导致肿瘤发生[１７].为了进一步探索PIEZO２
与癌症相关的潜在分子机制,本研究进行了转录组

学分析,发现细胞解剖结构、细胞连接和细胞外基

质可能参与了 PIEZO２与癌症阻断相关的分子机

制.细胞机械感知涉及细胞骨架、细胞外基质和钙

依 赖 性 信 号 传 导[１８]. 研 究 还 发 现 PIEZO１/
[Ca２＋ ]i/CALPAIN信号通路参与了额外压力刺激

下小气道紧密连接蛋白、紧密连接蛋白和封闭蛋白

１８的调控[１９].结构刚度、形态学、黏附性和细胞

外基质刚度的机械改变在癌症的发生和发展中起着
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关键作用.因此,PIEZO２相关的细胞骨架、细胞

外基质和钙依赖性信号的变化可能有助于癌症的进

展.本研究的亚组分析显示,ⅡB以上的神经/血

管侵犯的胰腺癌患者PIEZO２表达较高,总生存率

明显较低.高PIEZO２表达的胰腺癌患者的神经和

血管浸润表明PIEZO２与肿瘤分期有关.转录组结

果表明,细胞解剖结构、细胞连接和细胞外基质是

癌症进展的关键因素,这与我们对PIEZO２表达和

癌症分期的亚组分析一致.综上,敲除PIEZO２可

抑制细胞的增殖、迁移和侵袭,PIEZO２通过调控

细胞解剖结构、细胞连接和细胞外基质参与胰腺癌

的发生发展,靶向 PIEZO２将是胰腺癌新的治疗

策略.
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PIEZO２通过改变细胞功能促进胰腺癌细胞的发生发展
(详见正文第２１页)

　　注:(a)差异基因火山图;(b)差异基因聚类热图:蓝色表示表达量下调,红色表示表达量上调,颜色深浅变化表示P
值大小;(c)GO富集气泡图:蓝色表示相较于对照组表达量下降,红色示相较于对照组表达量上升;纵坐标为 GO条目,横

坐标为富集因子;圈大小表示数量多少,圈颜色变化表示P 值大小.

图３　敲减PIEZO２后PancＧ１细胞中的差异基因及相关通路富集分析

高迁移率族蛋白Ｇ１通过TLR４/eNOS信号通路介导
脓毒症小鼠血脑屏障损伤

(详见正文第６７页)

　　注:(a)表示小鼠运动 OFT总距离比较;(b)表示小鼠 OFT边缘区停留时间比较;(c)表示小鼠 MWM 定位航

行潜伏期比较;(d)表示小鼠 MWM 空间探索目标象限停留时间比较;(e)表示小鼠 MWM 空间探索穿越平台次数比

较;(f)表示小鼠 MWM 游泳速度比较;①表示P＜０􀆰０５.

图１　各组小鼠行为学实验比较


