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胰腺星状细胞通过旁分泌效应
促进胰腺癌细胞的 ＰＩＫ３Ｃ２Ａ表达及生长
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摘要　目的　研究胰腺星状细胞（ＰＳＣ）的分泌蛋白对胰腺导管腺癌细胞（ＰＡＮＣ-１）的作用及调控机制。方法　通过间接共培
养的方式，收集ＰＳＣ的条件培养基（ＣＭ），分别培养ＰＡＮＣ-１细胞０、２、２４ｈ。ＣＣＫ-８检测不同刺激时段ＰＡＮＣ-１细胞的增殖表
型。运用蛋白质组学手段，分析ＰＡＮＣ-１细胞在蛋白水平上发生的变化，并用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证变化最显著的蛋白。结果　与
对照组相比，经ＰＳＣ来源的ＣＭ刺激后，ＰＡＮＣ-１细胞增殖速度加快；蛋白质组学数据分析结果表明，ＰＡＮＣ-１细胞在 ＰＳＣ的
ＣＭ分别培养０、２、２４ｈ后，代谢相关通路的蛋白表达不断升高；基于Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证了ＰＩＫ３Ｃ２Ａ在ＰＡＮＣ-１细胞中的升高趋
势，表明ＰＳＣ的ＣＭ可能通过上调ＰＩＫ３Ｃ２Ａ的表达从而促进ＰＡＮＣ-１细胞的增殖。结论　ＰＳＣ的ＣＭ可能通过旁分泌效应上
调ＰＩＫ３Ｃ２Ａ的表达从而促进ＰＡＮＣ-１细胞的增殖，提升了肿瘤微环境中ＰＳＣ与胰腺癌细胞之间的交互对话机制的认识。
关键词　胰腺星状细胞；条件培养基；间接共培养；蛋白质组学
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　　胰腺导管腺癌（ｐａｎｃｒｅａｔｉｃｄｕｃｔａｌａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏ-
ｍａ，ＰＤＡＣ）恶性程度高，预后差，起病隐匿，其侵袭
性和对化疗的耐药反应与结缔组织高度增生的微环

境密切相关［１］，胰腺星状细胞（ｐａｎｃｒｅａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅ
ｃｅｌｌ，ＰＳＣ）是ＰＤＡＣ微环境中数量最多的细胞类型。
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研究［２］发现，ＰＳＣ可促进肿瘤上皮细胞的增殖，并能
增强ＰＤＡＣ纤维化、转移和化疗耐药。目前研究细
胞间相互作用的方法之一为间接共培养，其特点是

先收集一种细胞的条件培养基，其中包含该类细胞

释放的细胞因子、信号分子和外泌体等，再将该条件

培养基用于刺激其他类型的细胞生长，并观察受刺

激细胞的表型和分子特征变化，从而揭示两类细胞

之间的信号交流［３］。

　　该文拟基于蛋白质组学方法，探索 ＰＳＣ的分泌
蛋白刺激后对ＰＤＡＣ细胞蛋白质组的影响。采用间
接共培养的方式，收集ＰＳＣ无血清培养２４ｈ后的培
养基为条件培养基（ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｍｅｄｉｕｍ，ＣＭ），刺激
ＰＡＮＣ-１细胞，进一步开展表型验证和差异蛋白质
组学分析，从而揭示微环境中 ＰＳＣ释放因子调控
ＰＤＡＣ肿瘤细胞生长的潜在机制（整体研究路线见
图１）。

１　材料与方法

１．１　材料　人 ＨＰＳＣ和 ＰＡＮＣ-１细胞购自国家生
物医学实验细胞资源库（ＮＳＴＩ-ＢＭＣＲ）；胎牛血清购
自美国 Ｇｉｂｃｏ公司；ＭｉｌｌｉｐｏｒｅＡｍｉｃｏｎⓇ Ｕｌｔｒａ０.５ｍｌ
超滤管；细胞计数试剂盒-８（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ-８，
ＣＣＫ-８）试剂购自北京金普来公司；二辛可宁酸
（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃａｃｉｄ，ＢＣＡ）蛋白定量试剂盒购自美
国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；胰蛋白酶Ｔｒｙｐｓｉｎ购
自Ｐｒｏｍｅｇａ（北京）公司；细胞计数仪与细胞计数板
均购自美国 Ｂｉｏ-Ｒａｄ公司；兔源 ＰＩＫ３Ｃ２Ａ、鼠源

ＧＡＰＤＨ、辣根过氧化物酶标记的羊抗兔、羊抗鼠均
构自武汉三鹰生物技术有限公司 （Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ
Ｇｒｏｕｐ）。
１．２　细胞培养　ＰＳＣ与 ＰＡＮＣ-１细胞均培养在含
１０％胎牛血清、１％双抗的 ＤＭＥＭ培养基中，并将其
置于３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中，当细胞密度为８０％
～９０％时进行传代，至少稳定传两代后用于后续实
验。

１．３　无血清培养条件下ＰＳＣ细胞增殖实验　取对
数生长期的ＰＳＣ细胞，按照５０００个／孔的密度铺于
９６孔板内，细胞贴壁后替换为无血清培养基（对照
组为含１０％胎牛血清的培养基），在无血清培养０、
２４、４８、７２、９６ｈ时，每孔加入１０μｌ的 ＣＣＫ-８溶液，
置于３７℃恒温培养箱中孵育１ｈ后，于酶标仪检测
４５０ｎｍ处的吸光度（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值。
１．４　ＣＭ的收集　ＰＳＣ生长密度为６０％～７０％时，
将培养基替换为无血清 ＣＭ，并收集培养２４ｈ后的
ＣＭ，３０００ｒ／ｍｉｎ离心 １５ｍｉｎ后取上清液，用 ０.２
μｍ的滤膜过滤后得到ＣＭ。
１．５　ＣＣＫ-８检测ＣＭ刺激后ＰＡＮＣ-１细胞的增殖
曲线　ＰＡＮＣ-１细胞的铺板方法与 ＰＳＣ相同。细胞
贴壁后，将培养基替换为ＰＳＣ来源的ＣＭ，待培养至
０、２、２４、４８、７２ｈ时，加入１０μｌ的ＣＣＫ-８检测试剂，
于３７℃恒温培养箱孵育１ｈ后，酶标仪检测４５０ｎｍ
处的ＯＤ值。对照组为无血清培养基以及含１０％胎
牛血清的培养基。

１．６　ＰＡＮＣ-１细胞蛋白质组学样本制备　将ＰＡＮＣ-１

图１　细胞间交互调控蛋白质组分析的研究策略
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细胞按照６×１０５个／孔的密度铺于６孔板中，贴壁
后替换为ＰＳＣ的条件培养基，分别培养 ＰＡＮＣ-１细
胞０、２、２４ｈ后，加入裂解液（尿素８ｍｏｌ／Ｌ、蛋白酶
抑制剂），在超声波细胞粉碎机５０Ｗ功率下超声５
ｍｉｎ，取上清液，用 ＢＣＡ定量试剂盒进行蛋白定量。
准确取１００μｇ蛋白进行 ＦＡＳＰ酶切，酶切后的肽段
于４５℃热干，０.１％的甲酸溶液复溶肽段，ＮａｎｏＤｒｏｐ
Ｏｎｅ微量紫外可见分光光度计定量，每个样本取
５００ｎｇ进行ＯｒｂｉｔｒａｐＥｘｐｌｏｒｉｓ４８０质谱分析，数据依
赖性采集（ｄａｔａｄｅｐｅｎｄｅｎｔａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ，ＤＤＡ）模式。
１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＰＡＮＣ-１细胞中 ＰＩＫ３Ｃ２Ａ
蛋白的表达　取 １５μｇ的 ＰＡＮＣ-１细胞蛋白进行
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析，经电泳分离、转膜、室温快速封闭
１５ｍｉｎ后，将硝酸纤维膜（ｎｉｔｒｏｃｅｌｌｕｌｏｓｅｍｅｍｂｒａｎｅ，
ＮＣ）与一抗 ＰＩＫ３Ｃ２Ａ（１∶５０００）、ＧＡＰＤＨ（１∶１００
０００）置于４℃过夜孵育，含吐温２０的Ｔｒｉｓ盐缓冲液
（ｔｒｉｓ-ｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅｗｉｔｈＴｗｅｅｎ２０，ＴＢＳＴ）缓冲液洗
膜３次，每次５ｍｉｎ。再加入辣根过氧化物酶（ｈｏｒｓｅ-
ｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）标记的二抗（１∶５０００）在４
℃孵育２ｈ。加入化学发光超敏（ｅｎｈａｎｃｅｄｃｈｅｍｉｌｕ-
ｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ，ＥＣＬ）试剂进行显影，通过 ＩｍａｇｅＪ软件
评估蛋白灰度值，将灰度值分别进行方差分析

（ＡＮＯＶＡ）及ｔ检验分析。
１．８　统计学处理　将所得的质谱采集文件在 Ｍａｘ-
Ｑｕａｎｔ２.１.４版本中进行搜库匹配。使用 Ｒ包 ｐｒｅ-
ｐｒｏｃｅｓｓＣｏｒｅ（ｖｅｒｓｉｏｎ１.６２.１）对数据矩阵进行归一
化，以邻 近 法 进 行 填 充，用 ｌｉｍｍａ包 （ｖｅｒｓｉｏｎ

３.５４.２）进行组间的差异分析，筛选 Ｐ＜０.０５且
｜ｌｏｇ２（ＦｏｌｄＣｈａｎｇｅ）＞１｜为特征蛋白。３组间的比较
使用卡方检验进行分析。借用公开发表数据［４］，对

ＰＩＫ３Ｃ２Ａ分子进行预后分析，绘制 Ｋａｐｌａｎ-Ｍｅｉｅｒ生
存曲线。使用通路分析软件（ＩｎｇｅｎｕｉｔｙＰａｔｈｗａｙＡ-
ｎａｌｙｓｉｓ，ＩＰＡ）对组间差异蛋白进行通路分析和相互
作用网络分析。Ｐ＜０.０５为差异有统计学意义，分
析与图表均在 Ｒ４.１.３版本与 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８.０
版本中进行。

２　结果

２．１　ＰＳＣ的ＣＭ促进ＰＡＮＣ-１细胞增殖　与对照
组（含１０％胎牛血清培养）相比，无血清培养ＰＳＣ至
２４ｈ后细胞快速增殖，但在２４ｈ后增殖速度减慢，
４８ｈ后增殖能力明显低于对照组。由于在培养至
２４ｈ时，无血清培养组与对照组的增殖能力相近，
因此选择第２４ｈ的时间点收集 ＰＳＣ的培养基（图
２Ａ），按照 １.４的方法处理后形成 ＣＭ。用收集的
ＰＳＣ的 ＣＭ刺激 ＰＡＮＣ-１细胞，ＣＣＫ-８检测结果表
明，与无血清以及含 １０％胎牛血清培养条件下相
比，ＰＡＮＣ-１细胞在 ＰＳＣ的 ＣＭ刺激后快速增殖，在
培养２４ｈ后细胞增殖速度变缓，４８ｈ时增殖活力明
显低于含 １０％胎牛血清培养的 ＰＡＮＣ-１细胞（图
２Ｂ）。
２．２　ＰＳＣ的ＣＭ刺激后ＰＡＮＣ-１细胞的代谢相关
功能增强　为探究 ＣＭ培养后 ＰＡＮＣ-１细胞蛋白
水平的变化，将ＰＡＮＣ-１细胞置于ＰＳＣ的ＣＭ中分

图２　ＣＣＫ-８检测细胞的增殖水平

Ｆｉｇ．２　ＣＣＫ-８ａｓｓａｙｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｎｇｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｌｅｖｅｌｓ

　　Ａ：ＴｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅｃａｐａｃｉｔｙｏｆＰＳＣｓｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｕｌｔｕｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ；Ｂ：ＴｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆＰＡＮＣ-１ｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｕｌｔｕｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ；

１０％ ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍｃｕｌｔｕｒｅｓｅｒｖｅｓａｓｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；****Ｐ＜０.０００１ｖｓｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．
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别培养０、２、２４ｈ，并对不同培养时间的 ＰＡＮＣ-１细
胞进行蛋白质组表达分析，共鉴定到３９９０个蛋白
（图３Ａ）。
　　与未经 ＰＳＣ的 ＣＭ培养的 ＰＡＮＣ-１细胞（即０
ｈ）相比，共筛选出 ７２０个特征蛋白（Ｐ＜０.０５且｜
ｌｏｇ２ＦＣ｜＞１，图３Ｂ），将特征蛋白进行 Ｍｆｕｚｚ时序分
析，可分为４个模块，将各模块蛋白进行ＫＥＧＧ通路
富集分析，代谢、糖酵解相关通路在０ｈ到２４ｈ持
续上升，即在 ＰＳＣ的 ＣＭ刺激后，ＰＡＮＣ-１细胞的代
谢通路被持续激活；Ｂ细胞受体信号通路与泛素介
导的蛋白水解相关等通路持续下调；脂肪酸代谢相

关通路在培养至２ｈ时显著下调（图３Ｃ）。
２．３　ＰＩＫ３Ｃ２Ａ在 ＰＳＣ的 ＣＭ 刺激后的 ＰＡＮＣ-１
细胞中的表达水平持续升高

２．３．１　ＰＳＣ的 ＣＭ 持续上调 ＰＡＮＣ-１细胞中
ＰＩＫ３Ｃ２Ａ的表达　在ＰＳＣ的ＣＭ培养ＰＡＮＣ-１细胞
０－２－２４ｈ过程中，有１６个蛋白的表达持续升高
（表１）。以２４ｈ－０ｈ的变化倍数排序，代谢通路中
差异倍数变化较大且预后显著的蛋白为 ＰＩＫ３Ｃ２Ａ
与ＡＮＫＲＤ２８，其中 ＰＩＫ３Ｃ２Ａ在３组样本间的表达
差异有统计学意义（Ｐ＜０.０５，图４Ａ、Ｂ）。ＩＰＡ分析
显示，ＰＩＫ３Ｃ２Ａ为磷脂酰肌醇代谢通路的关键蛋白
（图４Ｃ），目前关于 ＰＩＫ３Ｃ２Ａ在胰腺癌中发挥的作

用的研究较少。

２．３．２　ＰＩＫ３Ｃ２Ａ的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果　Ｗｅｓｔ-
ｅｒｎｂｌｏｔ验证结果表明，与对照组相比，ＰＳＣ的 ＣＭ
刺激后的ＰＡＮＣ-１细胞中的ＰＩＫ３Ｃ２Ａ的表达水平持
续上升，即ＰＳＣ可能通过上调ＰＩＫ３Ｃ２Ａ的表达促进
ＰＡＮＣ-１细胞的增殖，３组间方差分析 Ｐ＝０.０１５（图
５）。

３　讨论

　　ＰＤＡＣ是恶性程度最高的消化系统肿瘤，起病
隐匿，发病率在全世界范围内不断升高，患者五年总

生存率为５％ ～１５％，数十年来无明显改善［５］。近

年来，随着对ＰＤＡＣ的深入研究，肿瘤微环境成为发
现ＰＤＡＣ新治疗靶点的热点。ＰＳＣ是ＰＤＡＣ微环境
中所占比例最高的细胞［６］，在肿瘤的发生发展进程

中扮演着不可或缺的角色，可通过免疫抑制、血管生

成、细胞外基质重塑、促肿瘤生长因子和趋化因

子［７］分泌等多种机制促进癌症的生长［８］、转移［９］和

对化疗耐药性［１０］。

　　目前已有相关研究［１１］表明 ＰＳＣ释放到培养基
中的脱氧胞苷可促进 ＰＤＡＣ细胞对吉西他滨耐药，
ＰＳＣ分泌的转化生长因子 β１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒｂｅｔａ１，ＴＧＦ-β１）通过下调Ｌ１细胞黏附分子

图３　胰腺星状细胞条件培养基处理不同时间的ＰＡＮＣ-１细胞蛋白质组分析

Ｆｉｇ．３　ＰｒｏｔｅｏｍｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆＰＡＮＣ-１ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｐａｎｃｒｅａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌ-ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｍｅｄｉｕｍｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｕｒａｔｉｏｎｓ

　　Ａ：Ｈｉｓｔｏｇｒａｍｏｆｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｐｒｏｔｅｉｎｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｏｖｅｒｔｈｅｔｈｒｅｅｔｉｍｅｐｅｒｉｏｄｓ；Ｂ：Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ（ｃｏｎｓｉｄｅｒｅｄａｓ

“Ｕｐ”ｉｆＰ＜０.０５ａｎｄｌｏｇ２ＦＣ＞１，ａｎｄ“Ｄｏｗｎ”ｉｆＰ＜０.０５ａｎｄｌｏｇ２ＦＣ＜－１）ｂｅｔｗｅｅｎ２ｈｏｕｒｓ，２４ｈｏｕｒｓ，ａｎｄ０ｈｏｕｒｓ；Ｃ：ＡｆｔｅｒＭｆｕｚｚａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅ

ｆｅａｔｕｒｅｐｒｏｔｅｉｎｓｆｒｏｍ２ｈ／０ｈａｎｄ２４ｈ／０ｈ，ｔｈｅｓｅｌｅｃｔｅｄｆｅａｔｕｒｅｐｒｏｔｅｉｎｓａｒｅｓｕｂｊｅｃｔｅｄｔｏＫＥＧＧｐａｔｈｗａｙｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓａｎｄｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇｈｅａｔｍａｐ．
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表１　ＰＳＣ的ＣＭ培养ＰＡＮＣ-１细胞０－２－２４ｈ过程中表达持续上调的蛋白列表

Ｔａｂ．１　Ｔｈｅｌｉｓｔｏｆｐｒｏｔｅｉｎｓｔｈａｔａｒｅｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｌｙｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｄｕｒｉｎｇｔｈｅ０－２－２４ｈｏｕｒ

ｃｕｌｔｕｒｅｏｆＰＡＮＣ-１ｃｅｌｌｓｗｉｔｈｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｍｅｄｉｕｍｆｒｏｍＰＳＣｓ

ＡｃｃｅｓｓｉｏｎＮｕｍｂｅｒＧｅｎｅ ｌｏｇ２ＦＣ２ｈ／０ｈ Ｐ ｌｏｇ２ＦＣ２４ｈ／０ｈ Ｐ ｌｏｇ２ＦＣ２４ｈ／２ｈ Ｐ
Ｑ９ＢＸ２６ ＳＹＣＰ２ ４．８０Ｅ＋００ ３．３１Ｅ－０７ ５．８７Ｅ＋００ ６．１１Ｅ－０８ １．０８Ｅ＋００ ２．１１Ｅ－０３
Ｑ５３Ｈ９６ ＰＹＣＲ３ ３．７２Ｅ＋００ ４．２７Ｅ－０７ ５．３９Ｅ＋００ １．５５Ｅ－０４ １．６７Ｅ＋００ ３．５６Ｅ－０２
Ｏ００４４３ ＰＩＫ３Ｃ２Ａ ３．４９Ｅ＋００ １．２６Ｅ－０５ ５．１６Ｅ＋００ ６．９５Ｅ－０８ １．６７Ｅ＋００ ７．５１Ｅ－０４
Ｑ８ＮＨＰ８ ＰＬＢＤ２ ３．５２Ｅ＋００ １．７４Ｅ－０６ ４．７７Ｅ＋００ ７．７２Ｅ－０７ １．２６Ｅ＋００ ２．２４Ｅ－０３
Ｑ１３４２６ ＸＲＣＣ４ ３．４８Ｅ＋００ ６．８０Ｅ－０６ ４．６９Ｅ＋００ ９．７４Ｅ－０８ １．２１Ｅ＋００ ２．１０Ｅ－０３
Ｏ１５０８４ ＡＮＫＲＤ２８ ３．４３Ｅ＋００ ２．３０Ｅ－０４ ４．６１Ｅ＋００ ６．７４Ｅ－０８ １．１８Ｅ＋００ ２．９３Ｅ－０２
Ｑ９Ｙ３Ｒ５ ＤＯＰ１Ｂ ２．５８Ｅ＋００ ２．０９Ｅ－０６ ４．５５Ｅ＋００ １．０１Ｅ－０３ １．９８Ｅ＋００ ３．８１Ｅ－０２
Ｐ０９４１７ ＱＤＰＲ ２．５８Ｅ＋００ ２．０９Ｅ－０６ ３．８６Ｅ＋００ １．２８Ｅ－０７ １．２８Ｅ＋００ １．０７Ｅ－０４
Ｑ７Ｌ５Ｙ１ ＥＮＯＳＦ１ ２．５２Ｅ＋００ ２．２２Ｅ－０６ ３．８５Ｅ＋００ １．６５Ｅ－０５ １．３３Ｅ＋００ ４．３８Ｅ－０３
Ｑ９ＵＬＫ４ ＭＥＤ２３ ２．４０Ｅ＋００ ３．５５Ｅ－０６ ３．８３Ｅ＋００ ４．３４Ｅ－０６ １．４３Ｅ＋００ １．０６Ｅ－０３
Ｑ９ＢＶＱ７ ＡＦＧ２Ｂ ２．０２Ｅ＋００ １．９５Ｅ－０３ ３．６３Ｅ＋００ ２．９８Ｅ－０７ １．６０Ｅ＋００ ５．６７Ｅ－０３
Ｏ６０５７３ ＥＩＦ４Ｅ２ ２．０９Ｅ＋００ １．０７Ｅ－０５ ３．５０Ｅ＋００ １．５５Ｅ－０５ １．４０Ｅ＋００ ２．４１Ｅ－０３
Ｑ６Ｐ１Ｍ３ ＬＬＧＬ２ １．９４Ｅ＋００ １．３９Ｅ－０５ ３．１４Ｅ＋００ ９．０９Ｅ－０６ １．１９Ｅ＋００ ２．０６Ｅ－０３
Ｑ０２２２４ ＣＥＮＰＥ １．１８Ｅ＋００ ５．９３Ｅ－０３ ２．８０Ｅ＋００ ２．８０Ｅ－０６ １．６２Ｅ＋００ １．４４Ｅ－０３
Ｐ４２７８５ ＰＲＣＰ １．１９Ｅ＋００ １．５８Ｅ－０２ ２．６３Ｅ＋００ ２．３７Ｅ－０３ １．４４Ｅ＋００ ３．９０Ｅ－０２
Ｏ７５８３２ ＰＳＭＤ１０ １．２５Ｅ＋００ １．５２Ｅ－０２ ２．３２Ｅ＋００ ２．９８Ｅ－０４ １．０７Ｅ＋００ ６．８６Ｅ－０３

图４　ＰＩＫ３Ｃ２Ａ在样本中的表达

Ｆｉｇ．４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＩＫ３Ｃ２Ａｉｎｔｈｅｓａｍｐｌｅ
　　Ａ：ＴｈｅＫＭｓｕｒｖｉｖａｌｃｕｒｖｅｏｆＰＩＫ３Ｃ２ＡｉｎＰＤＡＣｐａｔｉｅｎｔｓ；Ｂ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｂａｒｃｈａｒｔｏｆＰＩＫ３Ｃ２Ａｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ；Ｃ：Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅ
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图５　ＰＩＫ３Ｃ２Ａ在ＰＡＮＣ-１细胞中的表达水平

Ｆｉｇ．５　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＰＩＫ３Ｃ２ＡｉｎＰＡＮＣ-１ｃｅｌｌｓ

　　Ａ：ＴｈｅＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｏｆＰＩＫ３Ｃ２ＡａｎｄＧＡＰＤＨｉｎＰＡＮＣ-１ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒＣＭｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ；Ｂ：ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＰＩＫ３Ｃ２Ａ；*Ｐ＜０.０５ｖｓ

ｔｈｅ０ｈｇｒｏｕｐ．

（Ｌ１ｃｅｌｌａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ，Ｌ１ＣＡＭ）的表达从而促
进ＰＤＡＣ细胞的干性和致癌性［１２］，以及ＰＳＣ分泌的
整合素亚基 α５（ｉｎｔｅｇｒｉｎｓｕｂｕｎｉｔａｌｐｈａ５，ＩＴＧＡ５）可
增强ＰＤＡＣ细胞系的耐药性、迁移和侵袭能力［１３］。

　　本文的蛋白质组研究结果表明，ＰＡＮＣ-１细胞
在ＰＳＣ的ＣＭ刺激后增殖速度加快，代谢相关功能
不断增强，ＰＩＫ３Ｃ２Ａ蛋白的表达水平持续升高，且
ＰＩＫ３Ｃ２Ａ蛋白表达高的人群预后较差。ＰＩＫ３Ｃ２Ａ
是磷脂酰肌醇 ３-激酶（ＰＩ３Ｋｓ）家族的Ⅱ类亚型分
子，定位于内体、反式高尔基体网络和网格蛋白包被

的囊泡中，参与磷脂酰肌醇信号转导系统，对磷脂酰

肌醇的磷酸化、控制膜脂质组成和其他细胞内过程

（包括信号转导和囊泡运输）至关重要。研究［１４］显

示ＰＩＫ３Ｃ２Ａ是内皮细胞中 ＴＧＦ-β通路中 Ｓｍａｄ信
号传导的必需分子，但其在胰腺癌中的研究较少，本

研究为ＰＩ３Ｋｓ家族的Ⅱ类亚型分子在ＰＤＡＣ中发挥
的作用提供了新的思考，但 ＰＳＣ细胞如何通过旁分
泌效应上调 ＰＩＫ３Ｃ２Ａ的表达进而促进肿瘤发生发
展的机制有待继续研究。

　　综上所述，本研究通过间接共培养的方式，收集
无血清培养 ＰＳＣ后的 ＣＭ刺激 ＰＡＮＣ-１细胞，结果
表明，与对照组相比，ＣＭ刺激后的 ＰＡＮＣ-１细胞快
速增殖。通过蛋白质组学技术分析 ＣＭ刺激后的
ＰＡＮＣ-１细胞的蛋白水平的变化及进一步 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ验证，显示磷脂酰肌醇代谢系列通路异常。在
ＣＭ刺激后的ＰＡＮＣ-１细胞中 ＰＩＫ３Ｃ２Ａ的表达随着
培养时间的增加而不断增加，说明 ＰＳＣ可能通过上
调ＰＩＫ３Ｃ２Ａ的表达来促进胰腺癌细胞的增殖。
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