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lncRNA MALAT1调控miR-204表达影响胰腺癌细胞的生物学行为
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[摘 要] 目的：探讨长链非编码RNA（long chain non-coding RNA，lncRNA）肺腺癌转移相关转录因子 1（metastasis-associated

lung adenocarcinoma transcript 1, MALAT1）通过调控miR-204的表达影响胰腺癌细胞恶性生物学行为的作用及其可能机制。方

法：收集2016年10月至2016年12月在河南省中医院6例胰腺癌手术切除标本及其对应的癌旁组织标本。用实时荧光定量PCR

检测胰腺癌组织和癌旁组织、5种胰腺癌细胞（BxPC-3、HS-7667、PANC-1、AsPC-1和SW-1990）中 lncRNA MALAT1的表达，双荧

光素酶报告基因检测MALAT1与miR-204的相互作用，流式细胞术分析MALAT-1对胰腺癌细胞的细胞周期及细胞凋亡的影响；

划痕愈合实验和 Transwell 侵袭实验检测 MALAT1 和 miR-204 对胰腺癌细胞迁移和侵袭能力的影响，Western blotting 检测

MALAT1对上皮间质转化相关蛋白的影响。结果：lncRNA MALAT1在胰腺癌组织中表达水平明显高于癌旁组织（1.85±0.52

vs 0.34±0.12，P<0.05），MALAT1在SW-1990细胞中的表达水平最高（P<0.05）。lncRNA MALAT1能与miR-204的3’UTR特异性

结合，调控miR-204的表达活性。抑制MALAT1表达后，可诱导SW-1990细胞G2/M细胞周期停滞、促进细胞凋亡，SW-1990细胞

的迁移和侵袭能力减弱（均P<0.05），下调SW-1990细胞N-cadherin、E-cadherin和 vimentin的表达。过表达miR-204可促进SW-

1990细胞迁移和侵袭。结论：lncRNA MALAT1通过靶向调控miR-204表达影响胰腺癌细胞的恶性生物学行为，在胰腺癌的发

生发展过程中起重要作用。

[关键词] 胰腺癌；SW-1990细胞；lncRNA MALAT1；微小RNA-214（miR-204）；迁移；侵袭

[中图分类号] R735.9；R730.2 [文献标识码] A [文章编号] 1007-385X（2018）01-0079-06

Long chain non-coding MALAT1 affects biological behavior of pancreatic cancer
cells by regulating miR-204 expression

ZHANG Xiaolua，DU Meihongb△（a. Second Department of General Surgery; b. Department of Radiology, Henan

Traditional Chinese Medicine & Second Affiliated Hospital of Henan University of Traditional Chinese Medicine，

Zhengzhou 450002，Henan，China）

[Abstract] Objective: To investigate the effect of long-chain non-coding RNA metastasis-associated lung adenocarcinoma transcript 1

（lncRNA MALAT1）on the malignant biological behavior of pancreatic cancer cells by regulating miR-204 expression and its possible

mechanisms. Methods: Six pairs of pancreatic cancer tissues and corresponding para-cancerous tissues were sampled during surgery

from October 2016 to December 2016 in Henan Provincial Hospital of Traditional Chinese Medicine. qPCR was used to detect the ex-

pression of lncRNA MALAT1 in pancreatic cancer tissues, adjacent normal tissues and different pancreatic cancer cells（BxPC-3，HS-

7667，PANC-1，AsPC-1 and SW-1990). Double luciferase reporter gene assay was used to detect the interaction between MALAT1 and

miR-204. Flow cytometry was used to determine the effect of MALAT1 on cell cycle and apoptosis of pancreatic cancer cells. The ef-

fects of MALAT1 and miR-204 on the migration and invasion of pancreatic cancer cells were examined by Wound-healing assay and

Transwell invasion assay, respectively. The effect of MALAT1 on EMT-related proteins was detected by Western blotting. Results:

Compared with para-cancer tissue, the expression of lncRNA MALAT1 in pancreatic cancer tissues was significantly increased (1.85±

0.52 vs 0.34±0.12，P<0.05). The expression level of lncRNA MALAT1 in pancreatic cancer SW-1990 cell line was the highest (P<

0.05). lncRNA MALAT1 could bind specifically to the 3 'UTR of miR-204 to modulate the expression of miR-204. Inhibition of

MALAT1 expression could induce G2/M cell cycle arrest, and thus promote SW-1990 cell apoptosis; moreover, the ability of migration
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and invasion of SW-1990 cells was weakened and EMT-related proteins (N-cadherin, E-cadherin and vimentin) were down-regulated af-

ter inhibiting the expression of MALAT1. However, over-expression of miR-204 could promote the migration and invasion of SW-1990

cells. Conclusion: lncRNA MALAT1 plays an important role in the development and progression of pancreatic cancer. It can regulate

the malignant biological behavior of pancreatic cancer cells by targeting miR-204.

[Key words] pancreatic cancer；SW-1990 cell；lncRNA MALAT1；miR-204；migration；invasion

[Chin J Cancer Biother, 2018, 25(1): 79-84. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2018.01.014]

胰腺癌是一种恶性程度极高、早期发现率极低、

5 年存活率低于 5%、预后最差的恶性肿瘤之一[1-2]。

晚期胰腺癌具有高度远处转移倾向和局部浸润，而

且大部分胰腺癌对化疗药物具有明显耐药[3]。因此，

研究胰腺癌的发病机制和分子靶点对该病的早期诊

治具有重要的临床意义。有许多研究[4-5]表明，长链

非编码RNA（long chain non-coding RNA，lncRNA）是

参与恶性肿瘤发生和转移的重要因子，不同类型肿

瘤中有不同的转录因子在肿瘤细胞的发生和转移中

扮演诱导调控的角色。肺腺癌转移相关转录因子 1

（metastasis -associated lung adenocarcinoma transcript

1，MALAT1）是一类长度为 8 700 nt、高度保守的 ln-

cRNA，尽管其首先在肺腺癌中被发现，但在后续研

究中发现其在多种肿瘤中表达[6]。在多数情况下，

MALAT1不仅在肿瘤组织中高表达，而且其表达

水平与患者临床病理参数密切相关，并可能参

与调控肿瘤的进展 [7]。然而 MALAT1 在胰腺癌中

的表达及其生物学机制研究报道不多，尤其是

其与下游相关 miRNA 靶点的相互作用机制研

究。本研究通过检测 MALAT1 在胰腺癌组织和

细胞系中的表达水平，选择适合的胰腺癌 SW-1990

细胞验证MALAT1和miR-204的相互关系，通过抑

制MALAT1表达观察SW-1990细胞的迁移、侵袭、细

胞周期和凋亡等生物学行为的变化，以及与上皮间

质转化（epithelial-mesenchymal transition，EMT）的可

能联系，旨在探讨MALAT1和miR-204在胰腺癌中

作用及其可能机制。

1 材料与方法

1.1 标本、细胞系和主要试剂

收集 2016年 10月至 2016年 12月在河南省中医

院 6例胰腺癌手术切除标本及其对应的癌旁组织标

本，经病理学确诊为胰腺癌。人胰腺癌细胞系BxPC-

3、HS-7667、PANC-1、AsPC-1和SW-1990从武汉大学

细胞研究所获得，人肾上皮细胞系 293T细胞购自碧

云天生物公司。RPMI 1640培养基购自美国GIBCO

公司，神经钙黏素（N-cadherin）、上皮钙黏素（E-cad-

herin）和波形蛋白（vimentin）抗体（ab3993、ab32429

和 ab176662）购自美国Abcam公司，miR-204-模拟物

（mimic）、NC-siRNA和MALAT1-siRNA购自上海吉

凯制药技术有限公司，实时荧光定量PCR（qPCR）引

物以及RNA提取试剂盒、逆转录试剂盒、PCR试剂盒

均购自上海吉玛基因有限公司。TRIzol购于 Invitro-

gen公司。双荧光素报告基因载体购自上海吉玛基

因有限公司。

1.2 细胞培养及分组

将上述细胞置于 10%胎牛血清、100 U/ml青霉

素钠和 100 μg/ml链霉素的RPMI 1640培养基中，在

5% CO2、37 ℃恒温箱中孵育。孵育 72 h后，待细胞

汇 合 度 达 到 60%~70% 时 进 行 后 续 实 验 。 将

MALAT1-siRNA和NC-siRNA用Lipo2000转染进入

SW-1990细胞中，稳定转染后分别命名为MALAT1-

siRNA组和NC组。

1.3 qPCR检测胰腺癌组织和细胞系中MALAT1的

表达

使用TRIzol从组织和细胞系中提取总RNA，并通

过测量其在260 nm处的光密度（D）值，来定量测定总

RNA的浓度。通过qPCR测定胰腺癌组织和细胞中的

相对miR-204、MALAT1水平，用GAPDH作为内部对

照。引物序列：MALAT1 上游为 5'-ACTTCTGAAT-

GAGGCTTCAG-3'，下游为 5'-UGAAGCGCCGCGT-

GTTTAAACG - 3'；miR - 204 上游为 5' - ACGCGTG-

TAGTAGCTGCTGAG - 3'，下游为 5' - GCGGUAUC-

GUAUCGUAUGCUAG-3'。反应条件：95 ℃预变性10

min，95 ℃变性15 s，60 ℃退火32 s，循环50次后检测其

熔解曲线，检测完成后，通过计算机系统自动分析各样

本Ct值，然后采用2-ΔΔCt公式计算目的RNA的相对表达

量。实验重复3次。

1.4 双荧光素酶报告基因法检测MALAT1与miR-

204之间的关系

为进一步确证 MALAT1 能够靶向作用于 miR-

204，将miR-204 的 3’UTR 区构建入荧光素酶报告

基因载体，与 lncMALAT1 共同转染进入 293T 细

胞。本次所用的双荧光素酶报告基因实验的载

体包含两个荧光素酶报告基因：一个是海肾荧

光素酶报告基因，另一个是萤火虫荧光素酶报

告基因，后者作为内参对照。将上述基因的 3’

UTR 构建到海肾荧光素酶报告基因的直接下游

区，如果 3’UTR 能够被 MALAT1 识别，则该 3’

UTR 前面的基因表达将被抑制，与内参之间的

·· 80



张小路,等 . lncRNA MALAT1调控miR-204表达影响胰腺癌细胞的生物学行为

比例会发生变化。将 293T 细胞接种在 24 孔板

中，分别用报告基因载体和miR-204模拟物转染 24

h，后根据制造商的说明书，用双荧光素酶测定系统

（Promega公司）进行荧光素酶报告分析。

1.5 MTT法检测SW-1990细胞的增殖

将对数生长期的MALAT-siRNA和NC组胰腺癌

细胞用胰蛋白酶消化后，制成单细胞悬浮液并以 1×

103细胞/孔的密度接种到 24孔板中，设 3个平行孔。

在细胞培养7 d后，加入20 μl MTT测定液，充分混合

后在 37 ℃下孵育 4~6 h，后吸出上清液，每孔加入

150 μl DMSO，室温下搅拌 10 min，分别在 24、48、72

和 96 h时测定各孔波长 490 nm处的D值，观察胰腺

癌细胞的增殖情况。实验重复3次。

1.6 流式细胞术检测SW-1990细胞凋亡及细胞周期

将密度为 1×105细胞的MALAT-siRNA和NC组

SW-1990细胞接种于6 孔板内（2 ml/孔），每组均设 3

个平行孔，装于EP 管内在4 ℃以200×g离心15 min，

弃上清液后PBS轻柔混匀、离心，重复洗涤 3次。检

测细胞周期时予每管加细胞固定液(含 70% 乙醇、

5%FBS 和 25%PBS) 200 μl 固定 1 h 后离心，弃上清

液，继用PBS 洗涤2 次，方法同前，弃上清，避光条件

下，每管加 100 μl PI，静置 30 min，加 300 μl PBS 混

匀，上流式细胞仪检测。检测细胞凋亡则用400 μl结

合缓冲液悬浮细胞，加入5 μl Annexin V-FITC混匀后

于 2~8 ℃避光条件下孵育 15 min，后加入 10 μl PI同

等条件下孵育5 min，1 h内上流式细胞仪检测。实验

重复3次。

1.7 划痕愈合实验检测SW-1990细胞的迁移能力

将培养48 h的MALAT-siRNA和NC组SW-1990

细胞用胰蛋白酶消化，并将细胞平铺在 6孔板上（1×

105细胞/孔），设3个平行孔。使用200 μl无菌枪头轻

划孔板，每孔划 4~5次，尽量保证所划线处于平行状

态，放置于37 ℃恒温细胞培育箱，在72 h后分别用适

量 PBS 冲洗孔板，显微镜下观察细胞的迁移距离。

实验重复3次。

1.8 Transwell 侵袭实验检测 SW-1990 细胞的侵袭

能力

使用含有 Metrigel 基质胶进行侵袭能力测定。

将MALAT-siRNA和NC组约 2×104个 SW-1990细胞

接种在Transwell上室中，培养24 h后，使用甲醇固定

渗透膜、结晶紫染色。在光学显微镜（×40）下计数穿

膜细胞数，取 5个视野（用细胞计数板对穿膜细胞数

进行计数）。

1.9 Western blotting检测抑制MALAT-1表达对 SW-

1990细胞相关蛋白表达的影响

用SDS-PAGE分离MALAT-siRNA和NC组SW-

990 细胞总蛋白，并将其转移到硝酸纤维素膜。用

5%脱脂牛奶充分封膜，并与N-cadherin（1∶1 000）、E-

cadherin（1∶2 000）、vimentin抗体（1∶1 000）和内参

GAPDH（1∶2 000）抗体4 ℃孵育过夜。次日TBST缓

冲液冲洗后，用HRP标记的二抗（1∶5 000）孵育 2 h，

充分冲洗后，用增强的化学发光试剂ECL显影液检

测目标蛋白的表达水平。实验重复3次。

1.10 统计学处理

应用 SPSS 16.0统计学软件，计量数据以 x̄±s表

示，两组间比较 t检验，多组间比较用F检验。以P<

0.05或P<0.01表示差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 MALAT1在胰腺癌组织和细胞系中高表达

qPCR检测结果显示，MALAT1在胰腺癌组织中

的表达水平显著高于癌旁组织（1.85±0.52 vs 0.34±

0.12，t=11.28，P<0.05）；在胰腺癌各细胞系（图 1）中，

SW-1990 细胞中 MALAT1 的表达水平最高 [（F=

12.27，P<0.05]，因此选取 SW- 1990 细胞进行后续

实验。

*P<0.05 vs other pancreatic cancer cell lines

图1 MALAT1在胰腺癌细胞株中的表达

Fig.1 Expression of MALAT1 in pancreatic cancer cell lines

2.2 MALAT1直接调控miR-204表达

经 TargetScan 网站预测结果（图 2A）显示 ，

MALAT1和miR-204 之间有相似的结合位点，推

测 MALAT1 可能对 miR-204 有一定的调控作用。

双荧光素酶报告基因法检测结果（图 2B）显示，

当共转染 MALAT1 进入 293T 细胞后，野生型的

miR-204 3’UTR 报告基因的相对荧光素酶活性

显著受到抑制（t=13.15, P>0.05），相比之下，突变

型 miR-204 3’UTR 报告基因的荧光素酶活性不

受 MALAT1共转染的影响（t=11.83，P<0.05）。结果

表明，MALAT1可以结合miR-204的 3’UTR处序列
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抑制其蛋白的表达，提示MALAT1可直接调控miR-

204表达及活性。

2.3 抑制MALAT-1表达使 SW-1990细胞G2/M期停

滞并促进其凋亡

流式细胞术检测结果（图 3A）显示 ，抑制

MALAT1表达后，胰腺癌 SW-1990细胞的凋亡细胞

数目相对增多，细胞的增殖受到一定程度抑制。细

胞周期实验（图 3B）显示，抑制MALAT1表达后，G2/M

期细胞比例分数从（14.0±0.9）%上升到（23.9±0.7）%（P

<0.05)。结果表明，抑制MALAT1表达可以诱导G2/

M细胞周期停滞，进而促进胰腺癌 SW-1990细胞凋

亡。

*P<0.05 vs NC group

A：Results of TargetScan website predicts；B：Biluciferase

reporter gene method

图2 双荧光素酶实验检测MALAT1和

miR-204之间的调控关系

Fig. 2 The regulatory relationship between MALAT1 and

miR-204 determined by double luciferase assay

图 3 MALAT1对胰腺癌SW-1990细胞凋亡（（A））及

细胞周期（（B））的影响

Fig. 3 Effects of MALAT1 on apoptosis（（A））and cell

cycle（（B））of pancreatic cancer SW-1990 cells

2.4 抑制MALAT1表达降低SW-1990细胞的迁移和

侵袭能力

划痕愈合实验结果（图4A）表明，与NC细胞组比

较，在72 h时，MALAT1+siRNA转染细胞组迁移距离

明显减少[（0.42±0.08）vs（1.01±0.14）µm，t=12.34，P

<0.05）。 Transwell 实验结果（图 4B）显示 ，抑制

MALAT1表达后，SW-1990细胞穿膜细胞数明显少于

NC 组细胞 [（42.15 ± 6.76）vs（118.49 ± 15.34）个，t=

12.85，P<0.05]。结果表明，抑制MALAT1表达可以

降低胰腺癌SW-1990细胞的迁移及侵袭能力。

2.5 过表达miR-204促进SW-1990细胞迁移和侵袭

划痕愈合实验结果（图 5A）显示，MALAT1+siR-

NA+miR-204-mimic组 SW-1990 细胞迁移距离显著

大于 MALAT1+siRNA 组(1.08±0.21）vs（0.31±0.05）

µm，t=14.26，P<0.05)。Transwell 侵袭实验结果（图

5B）显示，MALAT1+siRNA+miR-204-mimic 组 SW-

1990细胞穿膜细胞数显著多于MALAT1+siRNA组

细胞[（128.33±14.65）vs（31.08±4.26）个, t=12.99，P<

0.05]。结果表明 ，过表达 miR-204 后可以逆转

MALAT1+siRNA对SW-1990细胞迁移和侵袭的抑制

作用，从侧面说明了 MALAT1 和 miR-204 之间有间

接的调控关系。

2.6 抑制MALAT1表达下调SW-1990细胞EMT相关

蛋白的表达

Western blotting 检测结果（图 6）显示，SW-1990

细胞的N-cadherin、E-cadherin和vimentin的表达水平

随 着 MALAT1 水 平 的 降 低 而 下 降 ，表 明 抑 制

MALAT1表达后可以在一定程度上下调EMT相关蛋

白的表达 [N-cadherin：（21.3± 4.2）vs（62.3± 5.2）

µg，P<0.05; E-cadherin：（28.4±6.2）vs（84.6±7.6）

µg，P<0.05; vimentin：（15.4±3.8）vs（78.8±6.5）µg，

P<0.05]，可能参与EMT过程调控胰腺癌细胞的恶性

生物学行为。

3 讨 论

目前已着手研究 lncRNA在各种类型肿瘤细胞

中的作用，包括参与肿瘤细胞分化、发育和发展的复

杂过程[9-10]。lncRNA研究也开辟了肿瘤治疗的新的

研究方向。

MALAT1，也称为核富集转录物 2（nuclear en-

richment transcript 2，NEAT 2），是一类广泛表达参与

基因调控的 lncRNA，其可以选择性地剪接或干扰基

因表达[11]。MALAT1在许多实体瘤中呈过表达状态，

如肝细胞癌[12]、胃癌[13]和胆囊癌[14]等等，并在肿瘤的

发生发展过程中起重要作用。考虑MALAT1可能参

与肿瘤细胞的增殖、迁移、侵袭以及上皮间质转化
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（epithelial-mesenchymal transition, EMT）等多方面的

生物学过程，因此本实验研究了MALAT1在胰腺癌

组织中的具体作用。研究结果发现，胰腺癌组织中

MALAT1表达水平显著高于癌旁组织。有研究[15]显

示，MALAT1表达水平与肿瘤大小、肿瘤分期和浸润

深度呈正相关。

图4 MALAT1对胰腺癌SW-1990细胞迁移（（A））和

侵袭（（B））能力的影响（结晶紫染色，，×40））

Fig. 4 Effects of MALAT1 on migration（（A））and invasion（（B））

of pancreatic cancer SW-1990 cells

（（Crystal violet staining,×40））

图5 过表达miR-204对胰腺癌SW-1990细胞迁移（（A））和侵袭

（（B））的影响（结晶紫染色，，×40））

Fig. 5 Effects of miR-204 over-expression on migration（（A））

and invasion（（B））of pancreatic cancer SW-1990 cell line

（（Crystal violet staining, ×40））

有研究[16]指出，MALAT1的表达可参与到肿瘤细

胞的发生发展过程。Li等[17]发现，MALAT1可调控胰

腺癌细胞的生物学行为，且其表达水平和患者肿瘤

临床分期及预后相关。基因表达数据库还支持

MALAT1 在肿瘤细胞信号转导中起调控作用的假

说，表明抗炎、抗凋亡反应以及EMT等相关基因（如

ATK1、Bcl-2 和 E-cadherin 等）都可以被 MALAT1 激

活[18-20]。上述观察结果与MALAT1在肿瘤调控领域

的功能研究报道一致，表明MALAT1在调控肿瘤细

胞的生物学行为中起关键作用。

图6 抑制MALAT1表达对SW-1990细胞EMT

相关蛋白表达的影响

Fig. 6 Effect of inhibiting MALAT1 expression on EMT re-

lated protein expressions in SW-1990 cells

生物信息学也支持MALAT1与miR-204之间具

有相互作用，但是在胰腺癌细胞中的具体作用机制

尚未明了。miRNA介导部分功能蛋白，激活不同的

信号调控途径，对胰腺癌细胞的生物学行为起调控

作用[21]。本研究发现miR-204作为致癌因子通过逆

向调控MALAT1的表达，对胰腺癌细胞的迁移和侵

袭进行双向调控。上游 MALAT1 调控 miR-204 表

达，抑制胰腺癌 SW-1990细胞的增殖、迁移和侵袭，

有研究[22]表明，EMT相关蛋白在胰腺癌细胞发生过

程中起关键作用，可诱导释放驱动肿瘤的各种生长

因子进而影响细胞的增殖和凋亡。本研究结果发

现，抑制MALAT1表达可以降低EMT相关蛋白（N-

cadherin、E-cadherin和 vimentin）的表达。此外，观察

到胰腺癌SW-1990细胞在MALAT1下调后细胞形态

发生变化，证实了MALAT1可以影响胰腺癌细胞的

EMT过程。上述结果表明，MALAT1可以和miR-204

相互作用参与胰腺癌发生发展的过程，可以作为胰

腺癌的临床生物标志物和治疗靶标。

本文通过对胰腺癌细胞的恶性生物学行为的检

测发现，MALAT1可以通过与miR-204相互作用调控

胰腺癌细胞的EMT过程，从而促进胰腺癌细胞的凋

亡，抑制其增殖、侵袭和迁移，据此笔者推测，在生理

状态下，MALAT1保持相对稳定的表达状态，当受到

外界干扰因素或自身微环境变化影响抑制miR-204
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表达进入病理状态时，细胞自身的平衡状态受到干

扰，可能引起胰腺癌细胞突变，进而诱导细胞生物学

行为的改变。

总之，本实验阐明了 MALAT1 和 miR-204 在胰

腺癌中发生发展中的作用，并简要阐述其通过调控

EMT的作用方式及机制，其有可能为胰腺癌的早期

诊断和基因靶向治疗提供一定参考意见。
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