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胰腺导管腺癌组织中miR-27、E2F7的表达及临床意义*

张武超1,寇学斌1△,许春进1,舒闪闪2

1.新乡医学院附属商丘市第一人民医院消化内科,河南商丘
 

476000;2.河南省商丘市

妇幼保健院检验科,河南商丘
 

476003

  摘 要:目的 分析胰腺导管腺癌组织微小RNA(miR)-27及E2F转录因子7(E2F7)的表达及意义。方

法 应用实时定量PCR检测93例胰腺导管腺癌组织及癌旁组织中 miR-27和E2F7基因的表达,免疫印迹检

测癌组织及癌旁组织中E2F7的蛋白表达。Pearson线性相关分析癌组织中 miR-27和E2F7基因表达的相关

性。生物信息学软件预测miR-27和E2F7相互作用位点。统计学分析 miR-27、E2F7基因的表达与临床病理

特征的关系。Kaplan-Meier生存分析miR-27、E2F7基因的不同表达与患者预后的关系。结果 与癌旁组织

相比,胰腺导管腺癌组织中miR-27相对表达水平降低(P<0.05),E2F7基因及蛋白表达水平明显较高(P<
0.05)。癌组织中miR-27与E2F7基因相对表达水平呈显著负相关(r=-0.612,P<0.001)。生物信息学软

件预测E2F7基因的3'非编码区第788~795个碱基存在与miR-27相互作用的位点。不同肿瘤TNM分期、有
或无淋巴结转移的胰腺导管腺癌患者癌组织中miR-27与E2F7基因相对表达水平差异均有统计学意义(P<
0.05),而不同性别、年龄、病理分级、肿瘤最大径、肿瘤位置的患者癌组织中miR-27与E2F7基因相对表达水平

差异均无统计学意义(P>0.05)。miR-27低表达组、E2F7基因高表达组患者的1年总体生存率(OS)分别低

于miR-27高表达组、E2F7基因低表达组患者(χ2=5.129、6.514,P=0.015、0.002)。结论 胰腺导管腺癌组

织中miR-27表达降低,而E2F7表达升高,两者共同参与胰腺导管腺癌的发展,有可能成为提示胰腺导管腺癌

患者预后的肿瘤标志物。
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Abstract:Objective To

 

analyze
 

the
 

expression
 

and
 

significance
 

of
 

microRNA
 

(miR)-27
 

and
 

E2F
 

tran-
scription

 

factor
 

7
 

(E2F7)
 

in
 

pancreatic
 

ductal
 

adenocarcinoma
 

tissue.Methods RT-PCR
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expressions
 

of
 

miR-27
 

and
 

E2F7
 

gene
 

in
 

93
 

cases
 

of
 

pancreatic
 

ductal
 

adenocarcinoma
 

tissue
 

and
 

adjacent
 

tissue.Western
 

blotting
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

protein
 

expression
 

of
 

E2F7
 

in
 

the
 

cancer
 

and
 

paracancerous
 

tis-
sue.The

 

correlation
 

between
 

the
 

expression
 

of
 

miR-27
 

and
 

E2F7
 

gene
 

in
 

cancer
 

tissues
 

was
 

analyzed
 

by
 

the
 

Pearson
 

linear
 

correlation
 

analysis.The
 

bioinformatics
 

software
 

predicted
 

the
 

interaction
 

site
 

between
 

miR-27
 

and
 

E2F7
 

gene.The
 

relationship
 

between
 

the
 

expressions
 

of
 

miR-27
 

and
 

E2F7
 

gene
 

with
 

clinicopathological
 

characteristics
 

was
 

analyzed
 

by
 

statistically.The
 

relationship
 

between
 

different
 

expressions
 

of
 

miR-27,E2F7
 

gene
 

with
 

patient's
 

prognosis
 

was
 

analyzed
 

by
 

the
 

Kaplan-Meier
 

survival
 

analysis.Results Compared
 

with
 

pa-
racancerous

 

tissues,the
 

expression
 

of
 

miR-27
 

in
 

pancreatic
 

ductal
 

adenocarcinoma
 

tissue
 

was
 

decreased
 

(P<
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0.05),and
 

the
 

expression
 

of
 

E2F7
 

gene
 

and
 

protein
 

was
 

significantly
 

higher
 

(P<0.05).The
 

relative
 

expres-
sion

 

amounts
 

of
 

miR-27
 

and
 

E2F7
 

in
 

cancer
 

tissues
 

showed
 

significantly
 

negative
 

correlation
 

(r=-0.612,
P<0.001).The

 

bioinformatics
 

software
 

predicted
 

that
 

the
 

788-795
 

bases
 

of
 

the
 

3'non-coding
 

region
 

of
 

E2F7
 

gene
 

had
 

the
 

interaction
 

sites
 

with
 

miR-27.There
 

were
 

statistically
 

significant
 

differences
 

in
 

the
 

expressions
 

of
 

miR-27
 

and
 

E2F7
 

gene
 

among
 

different
 

tumor
 

TNM
 

stages
 

of
 

pancreatic
 

ductal
 

adenocarcinoma
 

and
 

between
 

lymph
 

node
 

metastasis
 

and
 

non-lymph
 

node
  

metastasis
 

(P<0.05),but
 

there
 

was
 

no
 

statistically
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

expression
 

of
 

miR-27
 

and
 

E2F7
 

in
 

cancer
 

tissues
 

among
 

the
 

patients
 

with
 

different
 

genders,a-
ges,pathological

 

grades,tumor
 

diameters,tumor
 

locations
 

(P>0.05).The
 

1-year
 

overall
 

survival
 

rate
 

(OS)
 

of
 

the
 

patients
 

in
 

the
 

low
 

miR-27
 

and
 

high
 

E2F7
 

gene
 

expression
 

groups
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

the
 

patients
 

in
 

the
 

high
 

miR-27
 

and
 

low
 

E2F7
 

gene
 

expression
 

group
 

(χ2=5.129、6.514,P=0.015,0.002).
Conclusion The

 

expression
 

of
 

miR-27
 

in
 

pancreatic
 

ductal
 

adenocarcinoma
 

tissue
 

is
 

decreased,while
 

the
 

ex-
pression

 

of
 

E2F7
 

is
 

increased.Both
 

of
 

them
 

participate
 

in
 

the
 

tumor
 

development
 

of
 

pancreatic
 

ductal
 

adeno-
carcinoma,and

 

may
 

become
 

the
 

tumor
 

markers
 

indicating
 

the
 

prognosis
 

of
 

pancreatic
 

ductal
 

adenocarcinoma.
Key
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  胰腺癌是高度恶性的消化系统恶性肿瘤,全球每

年发病人数达33.8万,死亡人数达33.1万,病死率

极高,预后极差,5年总体生存率(OS)约为8%[1]。胰

腺癌病理类型包括胰腺导管腺癌、腺鳞癌及多形性癌

等。胰腺导管腺癌是最常见的病理类型,目前临床上

的治疗方法有手术、化疗及生物治疗等,但胰腺癌患

者早期无典型的临床表现,一经确诊已为晚期,失去

最佳的治疗机会[2]。近年来分子生物学的发展,为胰

腺导管腺癌的临床诊断及治疗提供新的方向。微小

RNA(miR)是长度为18~25个核苷酸的RNA分子,
本身不具有编码蛋白的功能,能与靶基因 mRNA的

3'非翻译(UTR)
 

区结合,降低
 

mRNA的稳定性,影
响靶 基 因 转 录[3]。miR-27 基 因 位 于 人 类 染 色 体

19p13.12,研究发现,肝癌[4]、结直肠癌[5]等肿瘤中存

在miR-27异常表达下调的现象,其作为一种抑癌基

因,能够抑制下游癌基因K-ras的表达,发挥抑制肿瘤

细胞增殖和转移的作用,而其表达下调参与促进肿瘤

的发生、发展。E2F转录因子7(E2F7)编码基因位于

12q21.2,该基因编码E2F7蛋白,属于E2F转录因子

家族成员,调节哺乳动物细胞增殖、分化和凋亡等生

物学过程。研究表明,E2F7在宫颈癌[6]、肝癌[7]等恶

性肿瘤中发挥致癌基因的功能,其促进肿瘤细胞G1/

S期的转换,导致肿瘤细胞的无限增殖,促进肿瘤进

展。范源等[8]研究表明,细胞中 miR-27的表达下调

伴随着E2F7的上调,而敲低 miR-27则促进E2F7的

表达,因而miR-27和E2F7可能存在负反馈回路,影
响肿瘤的发生、发展。本研究通过研究 miR-27和

E2F7在 胰 腺 导 管 腺 癌 中 的 表 达,探 讨 miR-27和

E2F7的临床价值。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2018年1月至2019年1月在

在新乡医学院附属商丘市第一人民医院诊治的93例

胰腺导管腺癌患者的资料。纳入标准:(1)经病理学

检查确诊为胰腺导管腺癌;(2)初次诊治,无化疗、放
疗病史;(3)患者能够配合随访,随访资料完整。排除

标准:(1)合并胃肠道感染性疾病;(2)有其他恶性肿

瘤病史;(3)合并心、肺、肾等脏器功能障碍。93例胰

腺导管腺癌患者中男52例,女41例;年龄38~75
岁,平均(51.23±6.1)岁,≤60岁40例,>60岁53
例;肿瘤分期:Ⅰ期34例,Ⅱ~Ⅲ期59例;病理分级:
高分化30例,中低分化63例;肿瘤最大径:≤2

 

cm
 

52
例,>2

 

cm
 

41例;肿瘤位置:胰头51例,胰体、胰尾42
例;伴淋巴结转移44例,无淋巴结转移49例。所有

患者自确诊之日起开始随访,以电话方式随访,每个

月进行一次随访,随访内容为患者生存情况,随访时

间截止至2020年2月,随访终点为患者死亡或随访

结束。本研究经新乡医学院附属商丘市第一人民医

院伦理委员会审核批准。

1.2 方法

1.2.1 实时荧光定量 PCR(qPCR)检测 miR-27、

E2F7基因的表达 收集新鲜获取(术中获取标本,标
本离体30

 

min以内)的癌组织及癌旁组织(距离癌组

织边缘0.5
 

cm以上),-80
 

℃保存。应用Trizol提取

癌组织及癌旁组织中的 RNA,Narodrop检测 RNA
水平。以组织中RNA为模板,进行反转录,形成cD-
NA,进行qPCR 检测。miR-27引 物 正 向 序 列:5'-
TGGTGGCAGTAGAGGCTATG-3',反 向 序 列:5'-
AGTCCAGGCCAGTATGTTAC-3';内参U6正向序

列:5'-CTCGCTTCGGCAGCACA-3',反向序列:3'-
AACGCTTCACGAATTTGCGT-5'。E2F7 正 向 序

列:5'-AATGCAGTGGTTGTTTCTGT-3',反 向 序

列:5'-TGCCATTGCTTCTTCACTAC-3'; 内 参

GAPDH 正 向 序 列:5'-GGGAAACTGTGGCGT-
GAT-3',反向序列:5'-GAGTGGGTGTCGCTGTT-
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GA-3'。总体系20
 

μL:cDNA
 

1
 

μL,Taq聚合酶0.2
 

μL、上下游引物各1
 

μL、SYBR
 

Greenpremix
 

10
 

μL
及1

 

μL浓度为20
 

mmol/L的dNTPs,DEPC水5.8
 

μL。qPCR反应条件:50
 

℃活化2
 

min,95
 

℃
 

预变性

2
 

min,95
 

℃
 

变性15
 

s,60
 

℃
 

退火32
 

s,70
 

℃延伸10
 

s,共40个循环。采用2-ΔΔCt 法计算 miR-27、E2F7
 

mRNA的相对表达水平。

1.2.2 免疫印迹检测组织中E2F7蛋白表达 将50
 

mg的癌组织及癌旁组织冰上研磨,加入含苯甲基磺

酰氟(PMSF)的RIPA裂解液,裂解0.5
 

h,提取组织

蛋白。蛋白BCA法定量后,加SDS上样缓冲液,95
 

℃金属浴煮样10
 

min。SDS-PAGE
 

胶电泳:浓缩胶恒

压80
 

V,分离胶恒压130
 

V,然后进行湿转法转膜,恒
流250

 

mA转印90
 

min。将PVDF
 

膜放入5%脱脂奶

中封闭2
 

h,TBST洗3遍,每次5
 

min,一抗4
 

℃孵育

过夜(E2F7单克隆抗体购自Abcam,货号:56022),二
抗室温孵育1

 

h。ECL暗室显影照相。

1.3 统计学处理 应用SPSS20.0软件进行统计分

析。计量资料以x±s表示,组间比较采用两独立样

本t检验;Pearson相关分析 miR-27与E2F7基因的

相关性。采用TargetScan
 

Human7.2生物信息学在

线软件(http://www.targetscan.org/vert_72/)预测

miR-27与E2F7基因的结合位点。Kaplan-Meier生

存分析(Log-rank检验)miR-27与E2F7基因不同表

达胰腺导管腺癌患者预后的差异。以P<0.05为差

异有统计学意义。

2 结  果

2.1 组织中 miR-27、E2F7的表达 癌组织中 miR-
27的相对表达水平为0.425±0.081,在癌旁组织中

为1.370±0.225,癌组织中 miR-27的相对表达水平

明显低于癌旁组织(t=38.109,P<0.001);癌组织中

E2F7基因的相对表达水平为1.755±0.306,在癌旁

组织中为0.317±0.094,癌组织中E2F7基因的相对

表达水平明显高于癌旁组织(t=43.321,P<0.001),
见图1A。免疫印迹结果显示,E2F7蛋白在癌组织和

癌旁组织中的相对灰度值分别为2.147±0.421、

0.308±0.019,癌组织中E2F7蛋白相对灰度值明显

高于癌旁组织(t=42.082,P<0.001)。见图1B。以

癌组织中 miR-27相对表达水平的均值0.425为界,

miR-27高表达组45例,miR-27低表达组48例;以癌

组织中E2F7基因相对表达水平的均值1.755为界,

E2F7基 因 高 表 达 组 44 例,E2F7 基 因 低 表 达 组

49例。

2.2 癌组织中 miR-27、E2F7基因的表达的相关性

及相互作用预测 Pearson线性相关分析结果,癌组

织中miR-27与E2F7基因的相对表达水平呈负相关

(r=-0.612,P<0.001),见图2。采用 TargetScan
 

Human7.2在线软件(http://www.targetscan.org/

vert_72/)预测 miR-27与E2F7基因的结合位点,结
果显示E2F7基因的3'非编码区第788~795个碱基

存在与miR-27相互作用的位点,见图3。

  注:A表示癌组织与癌旁组织中miR-27与E2F7
 

mRNA相对表达

水平比较;B表示癌组织与癌旁组织E2F7蛋白表达比较。N1为病例

1癌旁组织,C1为病例1癌组织;N2病例2癌旁组织,C2为病例2癌

组织。

图1  癌组织和癌旁组织中 miR-27与E2F7表达比较

图2  癌组织中 miR-27与E2F7基因表达的相关性

图3  生物信息学在线软件预测 miR-27与

E2F7基因的结合位点

2.3 癌组织中 miR-27、E2F7基因的相对表达水平

与临床病理特征的关系 不同肿瘤TNM 分期、有或

无淋巴结转移的胰腺导管腺癌患者癌组织中 miR-27
与E2F7基因相对表达水平差异均有统计学意义

(P<0.05),而不同性别、年龄、病理分级、肿瘤最大

径、肿瘤位置的患者癌组织中miR-27与E2F7基因相

对表达水平差异均无统计学意义(P>0.05)。Ⅱ~Ⅲ
期、有淋巴结转移的患者癌组织中 miR-27的相对表

达水平均明显低于Ⅰ期、无淋巴结转移的患者(P<
0.05);Ⅱ~Ⅲ期、有 淋 巴 结 转 移 的 患 者 癌 组 织 中
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E2F7基因相对表达水平均明显高于Ⅰ期、无淋巴结

转移的患者(P<0.05),见表1。
2.4 癌组织中miR-27与E2F7基因的不同表达与患

者预后的关系 所有患者出院后随访2~12个月,中
位随访时间7个月,随访结束时死亡62例,1年 OS
为33.3%(31/93)。miR-27高表达组及低表达组患

者的1年OS分别为51.1%(23/45)、16.7%(8/48),

miR-27低表达组患者1年 OS明显低于高表达组患

者(χ2=5.129,P=0.015)。E2F7基因高表达组及

低表达组患者的1年 OS分别为13.6%(6/44)、
51.0%(25/49),E2F7基因高表达组患者1年OS明

显低于低表达组患者(χ2=6.514,P=0.002),见
图4。

表1  癌组织中 miR-27、E2F7基因相对表达水平与患者临床病理特征的关系

临床病理特征 n
miR-27相对表达水平

x±s t P

E2F7基因相对表达水平

x±s t P

性别

 男 52 0.412±0.078 1.701 0.092 1.740±0.301 0.537 0.593

 女 41 0.441±0.086 1.774±0.306

年龄(岁) 1.320 0.190 1.322 0.189

 ≤60 40 0.438±0.093 1.707±0.325

 >60 53 0.415±0.075 1.791±0.286

肿瘤最大径 1.058 0.293 0.847 0.399

 <2
 

cm 52 0.435±0.074 1.731±0.301

 >2
 

cm 41 0.412±0.090 1.786±0.323

肿瘤位置 1.634 0.106 0.677 0.500

 胰头 51 0.411±0.081 1.775±0.300

 胰体、胰尾 42 0.442±0.102 1.731±0.326

病理分级 1.032 0.305 0.416 0.678

 高分化 30 0.438±0.098 1.736±0.322

 中低分化 63 0.419±0.075 1.764±0.294

TNM分期 2.474 0.015 2.892 0.005

 Ⅰ期 34 0.451±0.099 1.639±0.336

 Ⅱ~Ⅲ期 59 0.410±0.061 1.822±0.267

淋巴结转移 2.572 0.012 2.018 0.046

 有 44 0.404±0.079 1.823±0.314

 无 49 0.444±0.071 1.694±0.302

图4  miR-27、E2F7基因不同表达患者的预后比较

3 讨  论

目前胰腺导管腺癌的病死率高,该病病因及发病

机制尚不清楚[9]。目前认为,遗传因素、环境因素等

引起的分子遗传学改变是胰腺导管腺癌发生、发展的

重要机制,大量癌基因的激活或(和)抑癌基因的失

活,促进了肿瘤的恶性进展[10]。深入探讨胰腺导管腺

癌发生、发展的机制,对于寻找新的诊断治疗方案具

有重要的临床价值。

miR-27基因位于人类19号染色体。研究表明,
肿瘤中 miR-27作为一种抑癌基因,miR-27的表达下

调可促进了癌基因 ATG10的表达,导致肿瘤的恶性

增殖及转化[11]。本研究发现,癌组织中 miR-27的表

达水平下调,其机制尚不清楚,可能与长链非编码

RNA(LncRNA)对 miR-27 的 表 达 调 控 有 关。LI
等[12]研究表明,LncRNA

 

SNAI3-AS1本身可作为分

子支架结合miR-27分子,同时抑制miR-27基因的表

达,导致下游癌基因PEG10表达上调,促进肿瘤细胞

的增殖及转移。此外,本研究发现,Ⅱ~Ⅲ期、有淋巴

结转移的患者癌组织中 miR-27表达较低,表明 miR-
27的低表达促进胰腺导管腺癌的恶性进展。其机制
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可能 与 miR-27 的 抑 癌 基 因 功 能 有 关。YILMAZ
等[13]学者发现,miR-27能够结合肿瘤中重要的癌基

因K-ras
 

mRNA 的3'UTR区,抑制 K-ras的表达,
miR-27表达水平的降低导致K-ras过度激活,促进肿

瘤细胞的恶性增殖,导致肿瘤分期升高。此外,有研

究发现,血管内皮生长因子(VEGF)是 miR-27的直

接作用靶点,肿瘤中 miR-27的表达下调促进 VEGF
的分泌,促进肿瘤血管及淋巴管的生成,增强肿瘤细

胞的迁移能力,导致淋巴结转移[14]。本研究中 miR-
27低表达组患者的1年OS较低,表明胰腺导管腺癌

组织中 miR-27的低表达与患者的不良预后关系密

切,有望成为判断患者预后的分子指标。
转录因子E2F7是促进细胞生长的重要因素,参

与调控细胞周期、肿瘤血管生成和DNA的损伤修复

等生理学过程。E2F7属于非典型E2F因子家族成

员,包含两个单独的DNA结合结构域,通过DNA结

合结构域与靶标的启动子位点结合,促进下游靶基因

的表达[15]。有研究表明,E2F7作为一种癌基因,在胃

癌、肝癌和头颈部癌等恶性肿瘤中表达上调,并通过

激活c-myc等基因的表达,促进肿瘤的增殖[16]。本研

究表明,胰腺导管腺癌组织中E2F7的表达升高,可能

与E2F7转录后表达调控异常有关。XU
 

等[17]研究发

现,E2F7受到miR-10b的转录后表达调控,miR-10b
能够结合E2F7的 mRNA,降低E2F7mRNA的稳定

性,抑制E2F7的表达,而肿瘤发生时 miR-10b的表

达水平降低,导致 E2F7
 

的表达上调。本研究中,
E2F7基因的表达与较高的肿瘤TNM 分期及淋巴结

转移有关,表明E2F7的高表达促进胰腺导管腺癌的

恶性进展。其原因可能与E2F7对肿瘤细胞周期的调

控有关。有研究表明,E2F7的表达上调能够通过抑

制P53基因介导的凋亡信号传导通路的传导,抑制肿

瘤凋亡,促进肿瘤恶性增殖,导致分期升高[18]。研究

表明,E2F7的水平升高能够降低细胞基因组的不稳

定性,抑制与基因组稳定性有关的基因(如53BP1)的
表达,导致DNA损伤修复障碍,促进肿瘤细胞恶性进

展[19]。本研究中,E2F7基因高表达的胰腺导管腺癌

患者1年 OS较低,表明E2F7基因的高表达能反映

患者的不良预后。
 

此外,癌组织中 miR-27与E2F7基

因的表达呈显著负相关,本研究同时采用生物信息学

预测,结果两者存在潜在的结合位点,提示E2F7基因

可能受到miR-27的转录后表达调控。目前胰腺导管

腺癌中两者间的相互作用机制尚不明确,有学者在成

肌细胞发现miR-27能够结合并抑制E2F7的表达,进
而抑制细胞的增殖[8]。

综上所述,胰腺导管腺癌组织中 miR-27表达降

低,E2F7基因和蛋白表达升高,miR-27与E2F7基因

表达呈明显负相关,且 miR-27、E2F7基因的表达与

胰腺导管腺癌患者的肿瘤TNM 分期及淋巴结转移

有关,癌组织中miR-27低表达及E2F7基因高表达的

患者预后较差,两者有望成为新的胰腺导管腺癌分子

标志物,但两者的作用机制及临床价值 有 待 深 入

研究。
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阳性的T细胞通常被认为是较为疲惫的效应细胞,通
过对患者的功能效应以及扩增指数的降低,进而在一

定程度上增强患者脑组织细胞的扩增[15]。而在本研

究中,随着患者PD-1水平的显著升高,提示患者脑组

织的免疫功能显著呈现疲劳状态,而对于局部病灶部

位的炎性反应及其代谢产物的清除能力不足,也在一

定程度上加大了患者的不良预后风险。
在不良预后的多因素分析中,随着年龄的增长,

患者免疫细胞对于局部组织的清除血肿能力下降,患
者不良预后的风险明显升高。而随着病情的加重,同
时在开颅手术氧化应激反应的影响下,患者的不良预

后风险在一定程度上也增加。有研究报道显示,随着

年龄的增长,患者的抗打击能力显著降低,同时患者

的血管脆性显著增强,在手术过程中患者的氧化应激

反应水平显著升高,而随着疾病的进展,其不良预后

造成的局部病灶部位的缺氧状态显著加剧,对于患者

具有负面意义[15]。随着出血量的显著升高,局部病灶

部位的炎性反应加剧,对于患者的预后具有负面调节

作用。
综上所述,急诊动脉瘤破裂脑出血患者入院时

HbA1c、Lac及PD-1水平与其预后不良明显相关,年
龄较大、开颅手术、出血量较大以及 Hunt-Hess分级

的升高会造成患者的不良预后风险明显增加。
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