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高强度聚焦超声波通过调控miR-1297/PTEN分子轴抑制胰腺癌细胞的

增殖与迁移
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[摘 要] 目的: 探讨高强度聚焦超声波（high intensity focused ultrasound，HIFU）通过miR-1297/PTEN分子轴抑制胰腺癌细胞

增殖和迁移的作用机制。方法: HIFU作用于体外培养的胰腺癌PANC-1细胞 1、2和 3 s，采用CCK-8法、Transwell小室法和A-

nnexin V-FITC/PI双染流式细胞术分别检测HIFU对PANC-1细胞增殖、迁移和凋亡的影响；用qPCR和Western blotting法分别检

测HIFU对PANC-1细胞miR-1297和PTEN表达的影响，用双荧光素酶报告基因验证miR-1297与PTEN的靶向关系。通过转染

miR-1297 inhibitor和PTEN-siRNA，采用Western blotting法检测HIFU对Akt磷酸化的影响。结果: 随着HIFU作用时间的延长，

对胰腺癌PANC-1细胞增殖和迁移能力的抑制作用不断增强，并促进细胞凋亡（均P<0.01），抑制PANC-1细胞中miR-1297的表达

和促进PTEN的表达（均P<0.05或P<0.01）；同时，miR-1297靶向作用PTEN并下调其表达水平。HIFU显著抑制Akt的磷酸化水平（P

<0.05或P<0.01）。结论: HIFU通过下调miR-1297抑制PTEN的表达并阻断Akt信号通路，进而抑制胰腺癌发生发展的进程。
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High intensity focused ultrasound inhibits the proliferation and migration of pan-
creatic cancer cells via regulating miR-1297/PTEN axis

CHEN Jiana，PEI Fengb, XU Zhouminc（a. Department of Oncology；b. Special Clinc；c. Digestive Department, Shanghai Corps Hospi-

tal of Chinese People’s Armed Police Forces, Shanghai 201103, China）

[Abstract] Objective: To explore the role and molecular mechanism of high intensity focused ultrasound (HIFU) inhibits pancreatic

cancer cell proliferation and invasion via regulating miR-1297/PTEN axis. Methods: With treating the cells with HIFU for 1 to 3 sec-

onds, the effect of HIFU on cell proliferation, invasion and apoptosis of PANC-1 cells in vitro was examined by CCK-8, Transwell and

Annexin V-FITC/PI double staining flow cytometry, respectively. The effect of HIFU on expression of miR-1297 and PTEN were mea-

sured by qPCR and Western blotting. Moreover, the relationship between miR-1297 and PTEN was examined by dual luciferase report

assay. Western blotting was used to detect the effect of HIFU on the expression of Akt, p-Akt (308) and p-Akt (473) after transfected

with miR-1297 inhibitor and PTEN-siRNA. Results: HIFU treatment significantly inhibited the cell proliferation, invasion and promot-

ed apoptosis of PANC-1 cells (all P<0.01), which was associated with inhibition of miR-1297 expression and activation of PTEN ex-

pression in pancreatic cancer cells (all P<0.01). Moreover, miR-1297 directly binds to the 3 ′ UTR of PTEN mRNA to suppress its ex-

pression in PANC-1 cells. Further, HIFU exposure could significantly inhibit the expression of the phosphorylation of Akt (P<0.01).

Conclusion: HIFU inhibits PTEN and blocks Akt signaling by down-regulating miR-1297, thereby suppresses the occurrence and prog-

ress of pancreatic cancer.
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胰腺癌是一种恶性程度极高、诊治困难、预后最

差的消化道恶性肿瘤之一，每年全世界病死人数超

过 20 万[1]。近年来新型的高强度聚焦超声波（high

intensity focused ultrasound，HIFU）对胰腺癌[2]、前列

腺癌[3]、鳞状细胞癌[4]和胃癌[5]等多种肿瘤具有显著疗

效。微小RNA（miRNA）的异常表达与神经、心血管

以及肿瘤的发生发展密切有关[6]。大量研究[7-8]证实，

胰腺癌中miRNA异常表达，并且通过调控靶向蛋白

抑制胰腺癌细胞增殖、迁移及促进凋亡。miR-1297
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通过靶向下调PTEN的表达进而促进非小细胞肺癌

的发生发展[9]；miR-1297通过靶向下调PTEN并激活

PI3K/Akt通路促进乳腺癌细胞增殖和侵袭[10]；miR-

1297靶向 PTEN在喉鳞状细胞癌[11]和睾丸生殖细胞

肿瘤[12]等肿瘤的发生发展中具有重要作用。目前尚

未见miR-1297通过靶向PTEN影响胰腺癌发生发展

的相关分子机制的研究报道。本课题通过HIFU体

外作用于胰腺癌PANC-1细胞株，观察其对癌细胞增

殖、迁移和侵袭等恶性生物学行为的影响，旨在探讨

HIFU通过调控miR-1297/PTEN分子轴抑制胰腺癌

细胞增殖、迁移和侵袭的分子机制。

1 材料与方法

1.1 细胞株、主要试剂与仪器

人胰腺癌细胞株 PANC-1购自中科院上海细胞

研究所。miR-1297 和 PTEN 的 siRNAs 和 mimics 购

自上海吉玛公司，DMEM和胎牛血清（FBS）购自美

国Biological Industries公司，青霉素和链霉素均购自

北京雷根生物技术有限公司，CCK-8试剂盒购自武

汉华美生物工程有限公司，Transwell小室购自美国

Corning公司，Annexin V-FITC/PI双染细胞凋亡检测

试剂盒购自上海贝博生物有限公司，高纯总RNA快

速提取试剂盒购自北京百泰克生物技术有限公司，

全蛋白提取试剂盒、细胞核蛋白与细胞质蛋白抽提

试剂盒、SDS-PAGE凝胶快速制备试剂盒均购自美国

Bio-Rad公司，SYBR Green Mix购自Applied Biosys-

tems公司，免疫印迹一抗（antibody-PTEN、antibody-

Akt、antibody - p - Akt（Thr308）、antibody-p-Akt

（Ser473）和二抗（羊抗兔 IgG（H+L）均购于购自美国

CST公司，LipofectamineTM2000购自 Invitrogen公司。

酶标仪、荧光定量 PCR仪及电泳仪和凝胶成象系统

均购自美国Thermo Fisher Scientific公司，高强度聚

焦超声诊断仪购自重庆海扶医疗科技股份有限公

司。

1.2 细胞培养

人胰腺癌细胞株PANC-1采用含10%胎牛血清、

青霉素 100 U/ml和链霉素 100 μg/ml的DMEM培养

液在 37 ℃、5%CO2、饱和湿度的培养箱中培养，并每

2 d更换一次新鲜培养液。细胞汇合度达 70%~80%

时，收集细胞用于后续实验。

1.3 用HIFU处理胰腺癌PANC-1细胞

将培养至对数生长期的胰腺癌 PANC-1细胞

1 000×g离心3 min，采用DMEM重悬细胞后于1.5 ml

离心管（细胞2×106个/管）中，然后将离心管浸没于超

声池中。实验分为超声组与对照组，超声组细胞采

用超声强度为 142.7 W/cm2的HIFU分别对 PANC-1

细胞处理1、2和3 s；对照组不做任何处理。

1.4 细胞转染

采用无血清细胞培养基DMEM培养液稀释质粒

DNA，轻轻混匀，标记为 A 液；将无血清的 DMEM 培

养基用LipofectamineTM 2000 稀释，混匀后于 24 ℃条

件下放置 5 min，标记为B 液。将A 液与B 液混合，

并置于 24 ℃条件下孵育 30 min。然后，将DNA-

LipofectamineTM 2000复合物于37 ℃的CO2培养箱中过

夜培养。次日，采用新鲜的含有血清的DMEM培养液

培养上述获得的复合物，并于光学显微镜下观察其转

染率。继续培养3 d后，将复合物培养原液于53 000×g

离心10 min，收集离心上清液。最后，将DMEM于无菌

条件下将病毒颗粒悬浮起来，备用。

1.5 CCK-8法检测PANC-1细胞的增殖能力

将对数生长期的胰腺癌 PANC-1细胞接种于 96

孔板（细胞密度为1×104个/孔），每孔含培养基100 μl，

并设置 6个平行孔。于待检测前 1 h，向每孔加入 10

μl CCK-8溶液。将培养板在培养箱内孵育1~4 h后，

用酶标仪测定波长在 450 nm处的光密度（D）值。实

验重复3次。

1.6 Transwell小室法检测PANC-1细胞的迁移能力

将Transwell小室放入24孔板内，接种转染 siRNA

24 h或经HIFU处理后的PANC-1细胞悬液100 μl（密度

为2×105个/ml），培养12 h后，棉签擦去微孔膜上室的细

胞，PBS小心冲洗小室上下面2遍，4％的多聚甲醛固定

侵袭并黏附到小室微孔膜下面的细胞30 min，1%结晶

紫染色10 min，PBS冲洗小室，干燥后置于倒置显微镜

（×100）下观察穿膜细胞数。实验重复3次。

1.7 Annexin V-FITC/PI染色流式细胞术检测PANC-

1细胞的凋亡率

选取经HIFU处理后的对数生长期PANC-1细胞，

PBS清洗2次。加入500 μl预冷的1×结合缓冲液、5 μl

Annexin V-FITC和2.5 μl PI并混匀，室温下避光静置10

min后，于流式细胞仪上检测细胞的凋亡率。散点图的

第四象限（Q4）代表健康的成活细胞（FITC-/PI-），第三象

限（Q3）代表早期凋亡细胞（FITC+/PI-），第二象限（Q2）

代表坏死细胞和晚期凋亡细胞（FITC+/PI+）。凋亡率的

计算公式如下：凋亡率（%）=早期凋亡率（Q3）+晚期凋

亡率（Q2）。实验重复3次。

1.8 双荧光素酶报告基因验证miR-1297与PTEN的

靶向关系

将PANC-1细胞转染并表达miR-1297前体，按试

剂盒说明书小心操作。并于 37 ℃、5%CO2培养箱中

培养48 h后，收集培养获得的细胞。然后，用双荧光

素酶报告基因检测试剂盒对上述收集的细胞进行检

测。设置3个重复样本。
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1.9 Western blotting检测PANC-1细胞相关蛋白表达

提取PANC-1细胞的蛋白，依据BCA试剂盒的指

导要求检测蛋白浓度。每组取30 μg进行SDS-PAGE

后转移蛋白至 PVDF膜，5%的牛血清蛋白封闭 1 h，

加入各稀释比例1∶1 000的一抗 antibody-PTEN、anti-

body-Akt、antibody-p-Akt（Thr308）和 antibody-p-Akt

（Ser473），4 ℃下过夜培养。后用洗膜缓冲液

（TBST）冲洗蛋白 3次，每次 5 min，随后加入稀释比

例1∶500的二抗[羊抗兔 IgG（H+L）]，温室下培养1 h。

再洗膜3次后，加入化学发光试剂显影蛋白。以β-ac-

tin作为内参，利用Bio-Rad Gel DolEZ成像系统采集

图像、Image J软件分析靶带的灰度水平。

1.10 qPCR法检测PANC-1细胞miR-1297的表达

用TRIzol一步法提取细胞总RNA，取2 μg逆转录

为cDNA。取2 μl逆转录产物进行PCR反应，以U6为

内参基因。引物序列：U6 F 为5’-GATTTCTCCCT-

CATCGCTTACAG - 3’，R 为 5’- CTGCTTCATGATC-

GTTGTTGCTTG - 3’；PTEN F 为 5’- GGACGAACTG-

GTGTAATGAAT-3’，R为 5’-TCTACTGTTGTGAAG-

TACAGG-3’；miR-1297 F 为 5’-ACACTCCAGCT-

GGGTTCAAGTAATTCAGG - 3’，R 为 5’- CTCAACT-

GGTGTCGTGGAGTCGGCAATTC-3’；β-actin F为5’-

CATGTACGTTGCTATCCAGGC-3’，R为5’-CTCCT-

TAATGTCACGCACGAT-3’。按试剂盒说明建立终体

积为20 μl的PCR反应体系、2 μl逆转录产物、10 μl SYBR

Green Mix、各0.5 μl上下游引物（10 μmol/L）。PCR热

循环参数为：95 ℃ 5 min，然后3步反应：94 ℃变性30

s，60 ℃退火30 s，进行45个循环。检测结果采用2-ΔΔCt

法进行计算。实验重复3次。

1.11 统计学处理

采用SPSS16.0软件进行统计分析，计量数据以 x̄±

s表示，两组间比较采用 t检验，多组间比较采用单因素

方差分析；用GraphPad Prism 7软件绘制实验数据相关

图片。以P<0.05或P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 HIFU显著抑制PANC-1细胞增殖和迁移并促进

其凋亡

CCK-8法检测结果（图1A）显示，相比于对照组，

HIFU不同处理时间均显著抑制PANC-1细胞的增殖

能力（P<0.05或P<0.01），随着HIFU作用时间的延长

抑制效果越显著，且差异具有统计学意义（P<0.05或

P<0.01）。Transwell 小室法检测结果（图 1B、D）证

实，HIFU不同处理时间均显著抑制 PANC-1细胞的

迁移能力（P<0.05或P<0.01）。Annexin V-FITC/PI双

染流式细胞术检测结果（图1C、E）发现，HIFU显著上

调PANC-1细胞凋亡水平（P<0.05或P<0.01）。

*P<0.05, **P<0.01 vs NC group; △P<0.05, △△P<0.01 vs HIFU 1 s group

A: The proliferation of PANC-1 cells was inhibited by CCK-8 assay; B，D: The migration ability of PANC-1 cells was inhibited by Tran-

swell assay (×100); C，E: The percentage of apoptosis cells was promoted by Annexin V-FITC/ PI double staining flow cytometry

图1 HIFU对胰腺癌细胞增殖、侵袭和凋亡的影响

Fig. 1 Effect of HIFU on cell proliferation, invasion and apoptosis
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2.2 HIFU 显著抑制 PANC-1 细胞中 miR-1297 的表

达并促进PTEN的表达

qPCR检测结果（图2A）显示，HIFU对PANC-1细

胞分别处理 1、2和 3 s后，miR-1297的表达水平显著

低于对照组（P<0.05或 P<0.01）。从Western blotting

检测结果（图 2B、C）发现，HIFU能显著促进PANC-1

细胞 PTEN蛋白的表达水平（P<0.05或P<0.01）。结

果表明，HIFU可显著抑制胰腺癌PANC-1细胞miR-

1297的表达水平，而促进PTEN的表达。

*P<0.05, **P<0.01 vs Control group; △P<0.05, △△P<0.01 vs Treatment 1 s of HIFU

A: The expression of miR-1297 was measured by qPCR;

B, C: The expression of PTEN protein was measured by Western blotting

图2 HIFU对胰腺癌细胞中miR-1297和PTEN表达水平的影响

Fig.2 Effect of HIFU on the expression of miR-1297 and PTEN in PANC-1 cells

2.3 PTEN是miR-1297的靶基因

通过借助生物信息学数据库TargetScan对miR-

1297 的靶基因进行了预测，发现 PTEN 是 miR-1297

的候选靶基因。随后采用荧光素酶报告基因验证实

验发现，在PANC-1细胞中miR-1297可以结合PTEN

的 3’UTR（图 3A），并且miR-1297可以负调控PTEN

的表达（P<0.05或P<0.01，图 3B）。同时，采用 qPCR

和Western blotting分别检测了miR-1297过表达后对

PTEN miRNA和蛋白表达的影响，结果（图 3C、D）显

示，miR-1297过表达后可显著抑制PTEN在PANC-1

细胞中的表达水平（P<0.05或P<0.01）。由此可知，

PTEN是miR-1297的靶基因，并且miR-1297可负调

控PTEN的表达。

2.4 HIFU通过miR-1297/PTEN/Akt通路对PANC-1

细胞增殖、侵袭和凋亡的影响

Western blotting 检测结果（图 4A）显示，沉默

miR-1297可显著促进PANC-1细胞PTEN的表达，而

同时沉默 miR-1297 和 PTEN 可显著下调 miR-1297

inhibitor对PTEN的促进作用（P<0.05）。

CCK-8法和Transwell小室法检测结果（图4B和5A）

共同证实，转染miR-1297 inhibitor后再经HIFU处理后，

PANC-1细胞的增殖和迁移能力显著低于对照组（P<

0.05）；同时沉默PTEN和miR-1297的表达后再经HIFU

处理后，可以显著恢复miR-1297 inhibitor对PANC-1细

胞增殖和迁移能力的抑制作用（P<0.05）。

流式细胞术检测结果（图 5B）进一步证实，转染

miR-144-3p inhibitor可显著促进细胞凋亡（P<0.01），

而同时转染 si-PTEN和miR-1297 inhibitor可以显著

下调 miR-144-3p inhibitor 对 PANC-1 细胞凋亡的促

进作用（P<0.01）。

Western blotting 检测结果（图 5C）显示，不同

HIFU作用时间分别抑制了p-Akt（308）和p-Akt（473）

的表达水平，而Akt蛋白的表达没有变化（P<0.05）。

由此可知，HIFU通过下调PANC-1细胞miR-1297对

PTEN的抑制作用，并阻断Akt信号通路进而抑制胰

腺癌PANC-1细胞增殖、迁移并促进细胞凋亡。

3 讨 论

胰腺癌是恶性程度极高的消化道肿瘤，号称“癌

中之王”，患者 5年生存率不足 5%。由于肥胖、高脂

饮食、糖尿病、吸烟、酒精依赖及慢性胰腺炎等原因，

胰腺癌的发病率呈逐年上升趋势。目前，胰腺癌的

治疗原则是以外科手术治疗为主，结合放化疗等综

合治疗，但是因胰腺癌的早期诊断困难、手术切除率

低。同时，胰腺癌容易发生早期转移、对传统放化疗

不敏感，造成其高病死率。因此，深入研究胰腺癌的

早期转移机制，探索新的治疗方法显得极其重要。

近年的临床研究发现，HIFU是一种新型的治疗

肿瘤的“手术刀”，对包括胰腺癌在内的多种肿瘤治

疗具有显著疗效。GHAI等[13]报道，经HIFU治疗6个

月后前列腺癌患者肿瘤体积缩小 5%~15%；PEEK

等[14]研究表明，HIFU可以作为临床上治疗良、恶性乳

腺癌的有效手段。本研究发现，HIFU能够显著抑制

胰腺癌PANC-1细胞增殖和迁移能力以及促进细胞

凋亡。此外，研究[15]发现，经HIFU治疗后有多种肿瘤

相关生物标志物（如mRNA和蛋白）的差异表达。这
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*P<0.05, **P<0.01 vs miR-NC group

A: The bioinformatics analysis result showed that miR-1297 had a binding site with PTEN; B: Theluciferase activity in PTEN-wt trans-

fected with miR-1297 was lower than that in miR-NC group detected by dual-luciferase reporter assay; C: The expression of PTEN pro-

tein was measured Western blotting; D: The expression of PTEN mRNA was meassured by qPCR

图3 PTEN是miR-1297靶基因

Fig.3 PTEN is the target gene of miR-1297

*P<0.05, **P<0.01 vs miR-NC group; △△P<0.01 vs miR-NC or miR-1297 inhibitor group

A: The expression of PTEN protein was detected by Western blotting;

B: Cell proliferation ability was inhibited in si-miR-1297 by CCK-8 assay

图4 HIFU通过miR-1297/PTEN分子轴对胰腺癌PANC-1细胞增殖的影响

Fig. 4 HIFU affected cell proliferation via regulating miR-1297/PTEN axis
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**P<0.05 vs miR-NC or siPTEN+miR1297 inhibitor group;
△P<0.05, △△P<0.01 vs miR-NC group; ▲▲P<0.01 vs HIFU 3 s group

A: The migration ability of PANC-1 was inhibited in si-miR-1297 by Transwell assay (×100); B: The percentage of apoptosis cells was

promoted in si-miR-1297 by Annexin V-FITC/PI double staining flow cytometry；C: The expression of Akt, p-Akt (Thr308) and

p-Akt (Ser473) was detected by Western blotting

图5 HIFU通过miR-1297/PTEN分子轴对胰腺癌PANC-1细胞侵袭和凋亡的影响

Fig. 5 HIFU affected cell invasion and promoted apoptosis via regulating miR-1297/PTEN axis

预示，HIFU可能通过调控mRNA或蛋白进而抑制肿

瘤的发生发展。本研究结果发现，HIFU处理胰腺癌

PANC-1细胞后可以显著上调抑癌基因PTEN和抑制

miR-1297的表达水平。miRNAs是一类内源性非编

码单链RNA分子，大约由 19~23个核苷酸组成。人

体中约有30%的蛋白编码基因受miRNAs的调控，近

年来成为生命科学领域的研究热点。研究[16]表明，

miR-221通过靶向下调SOCS3抑制胰腺癌细胞的增
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殖能力。LI等[17]研究证实，miR-449a作为抑癌基因

通过靶向下调ATDC抑制胰腺癌发生发展进程。此

外，还有 miR-455-3p[18]、miR-23b-3p[19]和 miR-374-

5p[20]等miRNA对胰腺癌具有调控作用。近期研究[21]

表明，miR-1297通过靶向下调MTDH抑制胰腺癌细

胞增殖和迁移。同时，PTEN基因是参与人类肿瘤相

关性较高的一种抑癌基因。普遍认为PTEN的杂合

性丢失、突变、启动子甲基化以及 miRNA 调控是

PTEN 参与胰腺癌的原因[22]。为此，本研究探究了

miR-1297/PTEN 分子轴参与 HIFU 介导胰腺癌细胞

生物学行为的作用机制，结果显示沉默miR-1297可

以通过靶向上调PTEN抑制胰腺癌细胞增殖、迁移并

促进细胞凋亡，该结果与miR-1297/PTEN分子轴介

导非小细胞肺癌[9]、乳腺癌[10]和子宫颈癌[23]进程的作

用机制一致。

此外，PTEN 能负调控 Akt，降低 Akt 磷酸化水

平，而激活 Akt 通路能促进胰腺癌细胞增殖和迁

移[24-25]。笔者推测，起作用机制可能是PTEN具有磷

酸酶活性，使第二信使PIP3在肌糖环3位置脱去磷酸

磷脂酰肌醇，从而生成PIP2，降低Akt的磷酸化水平。

Akt可是糖原合酶激酶3b磷酸化失活，从而提高糖原

合酶激酶 3b抑制转录因子Slug的活性，进一步抑制

细胞迁移和侵袭。此外，对于这部分机制，将是本课

题组后续研究的重点。

综上所述，本研究揭示了HIFU可以显著抑制胰

腺癌PANC-1细胞增殖、迁移能力并促进其凋亡。此

外，HIFU通过下调PANC-1细胞miR-1297对抑癌基

因PTEN的抑制作用并阻断Akt信号通路，进而抑制

胰腺癌PANC-1细胞增殖、迁移和促进细胞凋亡。本

研究将为寻找合适的胰腺癌治疗方式以及预测疾病

进展、转移及预后提供了理论基础，为HIFU在分子

水平探讨肿瘤发生发展的机制提供了良好的启示，

同时为胰腺癌的治疗提供更多的实验依据。
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