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摘要： 目的 探究过表达亮氨酸拉链假定肿瘤抑制基因 1（LZTS1）对胰腺癌PANC-1细胞的增殖、凋亡、侵袭、迁移能力的影

响。方法 将PANC-1细胞按照随机数字表法分为四组，对照组（常规培养）、NC组（转染阴性对照）、pcDNA-LZTS1-1组（转染

pcDNA 3.0 LZTS1-1质粒）、pcDNA-LZTS1-2组（转染 pcDNA 3.0 LZTS1-2质粒）。蛋白质印迹法（Western blotting）检测转染效

果；噻唑蓝（MTT）观察PANC-1细胞增殖，流式细胞术检测凋亡率，Transwell法检测细胞的侵袭、迁移。结果 与对照组相比，

pcDNA-LZTS1-1组和 pcDNA-LZTS1-2组 PANC-1细胞中 LZTS1蛋白水平［（2.835±0.301），（4.125±0.385）比（1.000±0.085）］显著

增加，其中 pcDNA-LZTS1-2组增加显著；过表达 LZTS1抑制 PANC-1细胞增殖、侵袭［（56.369±6.432）个比（117.258±12.152）
个］、迁移［（120.145±14.210）个比（233.258±25.148）个］，诱导其凋亡［（23.252±2.152）%比（6.589±0.645）%］。结论 过表达

LZTS1显著抑制PANC-1细胞增殖、侵袭、迁移，促进其凋亡。
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Abstract： Objective To investigate the effect of overexpression leucinezipper putative tumor suppressor 1 (LZTS1) on the prolifera‐
tion, apoptosis, invasion and migration ability of pancreatic cancer PANC-1 cells.Methods PANC-1 cells were randomly divided into
4 groups according to random number table method: control group (conventional culture), NC group (transfected with negative control),
pcDNA-LZTS1-1 group (transfected with pcDNA 3.0 LZTS1-1) and pcDNA-LZTS1-2 group (transfected with pcDNA 3.0 LZTS1-2).
The transfection effect was detected by Western blotting. The proliferation of PANC-1 cells was observed by MTT and apoptotic rate
was detected by flow cytometry. The cell invasion and migration were detected by Transwell assay.Results Compared with the control
group, the level of LZTS1 protein [(2.835±0.301), (4.125±0.385) vs. (1.000±0.085)] of PANC-1 cells in the pcDNA-LZTS1-1 group and
the pcDNA-LZTS1-2 group was significantly increased, especially in the pcDNA-LZTS1-2 group. Overexpression of LZTS1 significant‐
ly inhibited the proliferation, invasion [(56.369±6.432) vs. (117.258±12.152)] and migration [(120.145±14.210) vs. (233.258±25.148)]
of PANC-1 cells and induces apoptosis [(23.252±2.152)% vs. (6.589±0.645)%].Conclusion Overexpression of LZTS1 significantly in‐
hibits the proliferation, invasion and migration of PANC-1 cells and promotes apoptosis.
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胰腺癌是一种具有较强侵袭能力的消化道肿

瘤，近年来的发病率呈显著上升趋势［1-2］。据统计，

胰腺癌在 2030年将成为导致人类死亡率增加的主

要原因［3］。胰腺癌预后较差［4-5］。据报道，胰腺癌的

5年生存率约为 5%，大多数病人由于发生转移而失

去手术根治的机会，同时具有较高的复发率；放疗

和化疗易产生细胞放疗或化疗抵抗性，从而降低肿

瘤治疗效果［6-7］。胰腺癌的发生发展过程中受到多

种基因多阶段精细调控，其发病机制尚不能完全明

确。近年来，分子靶向具有特异性高、副作用小等

特点成为肿瘤临床治疗研究的重点和热点。研究

发现，亮氨酸拉链假定肿瘤抑制基因 1（leucinezip‐
per putative tumor suppressor1，LZTS1）在多种肿瘤

组织中表达量缺失，抑制肿瘤的发生发展［8-9］。在胰

腺癌中，研究结果显示LZTS1的表达量显著降低［10］，

但其在胰腺癌中的具体作用机制尚不清楚。因此，

本研究从 2018年 5—12月开展实验，探讨过表达

LZTS1对胰腺癌PANC-1生物学特性的影响，旨在为

临床分子靶向治疗胰腺癌提供实验依据。现报告

如下。

1 材料与方法

1.1 主要材料 人胰腺癌PANC-1细胞购自北纳生

物有限公司，胎牛血清、Lipofectamine 2000、DMEM
培养基、Trizol试剂购自美国 Sigma公司，细胞凋亡

试剂盒、噻唑蓝（MTT）购自北京索莱宝公司；pcD‐
NA3.0 LZTS1-1、pcDNA 3.0 LZTS1-2以及阴性对照

购自广州锐博有限公司，Matrigel胶购自美国BD公

司，Transwell小室购自美国Coring公司，兔抗 LZTS1
抗体、兔抗甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）抗体购自

美国 Abcam公司。酶标仪、流式细胞仪购自美国

Thermo公司。

1.2 实验方法

1.2.1 细胞的培养 PANC-1细胞培养于含 10%胎

牛血清的DMEM培养基，显微镜观察到细胞密度约

80%~90%，加入胰酶消化、传代。

1.2.2 细胞的转染 取对数期 PANC-1细胞，按随

机数字表法分为四组，即对照组（常规培养）、NC组

（转染阴性对照）、pcDNA-LZTS1-1组（转染 pcDNA
3.0 LZTS1-1质粒）、pcDNA-LZTS1-2组（转染 pcDNA
3.0 LZTS1-2质粒）。转染前 24 h，胰酶消化、计数，

收集 5×105个 PANC-1细胞接种至 6孔板。根据 Li‐
pofectamine 2000 说 明 书 指 示 ，分 别 稀 释 Lipo‐
fectamine 2000和质粒，将两稀释液晃动混匀，吸取

100 μL加入每孔细胞，37 ℃培养 4~6 h，更换为完全

培养基。

1.2.3 蛋白质印迹法（Western blotting） 收集转染

后的 PANC-1细胞，加入细胞裂解液提取总蛋白。

将所提取的总蛋白与适量上样缓冲液混匀，沸水变

性 10 min；提前配置 8%~10%聚丙烯酰胺凝胶进行

电泳。将电泳的目的条带转移至聚偏二氟乙烯膜；

转膜完，置于 5%脱脂奶粉溶液封闭 2 h；加入一抗，

LZTS1 1∶5 000，GAPDH 1∶10 000，4 ℃孵育过夜，洗

膜缓冲液漂洗 3次×10 min，加入二抗，37 ℃孵育 2
h，洗膜缓冲液漂洗 3次×10 min，暗室中加入化学发

光工作液孵育 5 min，曝光、拍照，分析LZTS1蛋白灰

度值/GAPDH蛋白灰度值。

1.2.4 MTT法 吸取 5×103个各组 PANC-1细胞接

种至 96孔板上，置于细胞培养箱中培养，分别在细

胞培养 24 h、48 h、72 h时，加入 10 μL MTT溶液

（0.5% MTT），37 ℃孵育 4 h，加入 100 μL二甲基亚

砜，酶标仪中检测570 nm PANC-1细胞吸光度。

1.2.5 流式细胞术实验 根据凋亡检测试剂盒的

··1806



安 徽 医 药 Anhui Medical and Pharmaceutical Journal 2021 Sept，25（9）
说明书，将对数期PANC-1细胞密度调整为 1×106个/
毫升，加入 10 μL膜联蛋白V-异硫氰酸荧光素（An‐
nexin V-FITC）和 5 μL碘化丙啶（PI），避光孵育 10~
15 min，上机检测。

1.2.6 Transwell实验 将适量Matrigel胶与 300 μL
无血清培养基混匀；侵袭实验前，吸取 100 μL Matri‐
gel胶稀释液加入Transwell上室膜，37 ℃孵育 5 h，但
迁移实验 Transwell上室膜不添加Matrigel胶，其实

验方法同侵袭实验。收集各组 5×104个 PANC-1细
胞加入上室，500 μL含 10%胎牛血清的培养基加入

Transwell下室，37 ℃孵育 24 h；磷酸盐缓冲盐溶液

（PBS）清洗上室，擦去残留 PANC-1细胞，拍照、

计数。

1.3 统计学方法 统计分析采用 SPSS 20.0软件，

结果表示为 x̄ ± s，多组间比较采用单因素方差分

析，组间多重比较使用 SNK-q检验，P<0.05表示差异

有统计学意义。

2 结果

2.1 转染 pcDNA-LZTS1 对 LZTS1 表达量的影

响 PANC-1 细 胞 中 转 染 pcDNA 3.0 LZTS1-1 和

pcDNA 3.0 LZTS1-2质粒，蛋白质印迹法检测转染效

果。结果如图 1所示，四组 LZTS1的表达量比较差

异有统计学意义（F=107.509，P<0.05）。与对照组

（1.000±0.085）相比，NC组 PANC-1细胞中 LZTS1的
表达量（1.025±0.107）未发生显著变化（P=0.591）；

pcDNA-LZTS1-1组（2.835±0.301）和 pcDNA-LZTS1-2
组（4.125±0.385）细胞中 LZTS1的表达量较对照组

明显增加（均 P<0.001）；其中 pcDNA-LZTS1-2对细

胞中 LZTS1表达量的促进作用高于 pcDNA-LZTS1-

1，因此后续选用pcDNA-LZTS1-2作为实验对象。

2.2 过表达 LZTS1对 PANC-1细胞增殖的影响

MTT法检测过表达 LZTS1对 PANC-1细胞增殖的

影响，结果如表 1 所示，与对照组相比，NC 组

PANC-1细胞增殖未发生明显变化（均 P>0.05）；

pcDNA-LZTS1-2组细胞增殖较对照组明显降低（均

P<0.05）。

2.3 过表达 LZTS1对 PANC-1细胞凋亡的影响

流式细胞术检测过表达 LZTS1对 PANC-1细胞凋亡

的影响，结果显示，三组细胞凋亡率比较差异有统

计学意义（F=143.933，P<0.05）。与对照组（6.589±
0.645）%相比，NC组 PANC-1细胞凋亡率（7.352±
0.698）%无明显变化（P>0.05），pcDNA-LZTS1-2组

（23.252±2.152）%明显增加（P<0.05）。

2.4 过表达 LZTS1对 PANC-1细胞迁移的影响

Transwell法实验检测过表达 LZTS1对 PANC-1细胞

迁移的影响，结果显示，三组迁移细胞数比较差异

有 统 计 学 意 义（F=30.167，P<0.05）。 与 对 照 组

（233.258±25.148）个 相 比 ，NC 组 迁 移 细 胞 数

（252.321±26.241）个无明显变化（P>0.05），pcDNA-

LZTS1-2 组（120.145±14.210）个 降 低（P<0.05）。

见图2。
2.5 过表达 LZTS1对 PANC-1细胞侵袭的影响

Transwell法实验检测过表达 LZTS1对 PANC-1细胞

侵袭的影响，结果显示，三组侵袭细胞数比较差异

有 统 计 学 意 义（F=35.735，P<0.05）。 与 对 照 组

（117.258±12.152）个 相 比 ，NC 组 侵 袭 细 胞 数

（121.362±12.025）个无明显变化（P>0.05），pcDNA-

LZTS1-2 组（56.369±6.432）个 降 低（P<0.05）。

见图2。
3 讨论

胰腺癌是一种严重危害人类身体健康的恶性

肿瘤，给病人、社会带来了严重的经济负担［11-13］。近

年来，随着生物领域的不断发展，胰腺癌的临床治

疗具有了显著的发展，探究新的基因标志物有助于

肿瘤演进机制的阐释，还可以为胰腺癌的早期诊

断、分子靶向治疗提供潜在位点［14-15］。LZTS1是近

年来发现的新型抑癌基因，在正常组织中表达，但

在多种肿瘤组织中表达量显著降低，抑制肿瘤的发

生发展过程。与邻近正常结肠组织相比，LZTS1在
结肠癌中表达量降低，且其表达量与病人的预后生

存率相关；过表达LZTS1抑制结直肠癌细胞的增殖，

敲低 LZTS1促进细胞的增殖，在结直肠癌的肿瘤生

长过程中发挥抑制作用，可作为结直肠癌病人的潜

在预后指标［16］。免疫组化检测LZTS1在乳腺癌组织
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注：1—甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）；2—LZTS1；3—对照组；

4—NC组；5—pcDNA-LZTS1-1组；6—pcDNA-LZTS1-2组。

图1 转染pcDNA-LZTS1对人胰腺癌PANC-1细胞亮氨酸拉链假定

肿瘤抑制基因1（LZTS1）表达量的影响

表1 过表达亮氨酸拉链假定肿瘤抑制基因1（LZTS1）对人

胰腺癌PANC-1细胞增殖的影响/x̄ ± s
组别

对照组

NC组

pcDNA-LZTS1-2组
F值

P值

重复

次数

3
3
3

24 h吸光度

0.523±0.054
0.537±0.052
0.415±0.043①

5.371
0.046

48 h吸光度

0.836±0.079
0.845±0.075
0.618±0.053①
10.133
0.012

72 h吸光度

1.147±0.120
1.176±0.115
0.835±0.077①

9.588
0.014

注：①与对照组相比，P<0.05。

··1807



安 徽 医 药 Anhui Medical and Pharmaceutical Journal 2021 Sept，25（9）
中的表达量，结果显示，LZTS1表达量较对照显著下

降，与淋巴结转移相关，表明LZTS1可能参与乳腺癌

转移过程［17］。另外，LZTS1在甲状腺癌［18］、肝癌［19］、

乳腺癌［20］等表达量均异常，提示 LZTS1在多种肿瘤

生长过程中发挥重要的作用。

当机体发生病理变化时，组织中的细胞增殖与

凋亡动态平衡被打破，从而影响机体的组织功能，

诱导疾病的产生。在肿瘤的发生发展过程中，细胞

侵袭、迁移能力的提高可促进肿瘤组织的进一步转

移，严重影响病人的预后，提高复发率。为探究

LZTS1在胰腺癌发生发展中的具体作用，本实验通

过在胰腺癌 PANC-1细胞中转入过表达 LZTS1的质

粒 pcDNA 3.0 LZTS1-1或 pcDNA 3.0 LZTS1-2（携带

不同的寡核苷酸序列），结果发现，pcDNA 3.0
LZTS1-2质粒较 pcDNA 3.0 LZTS1-1质粒具有较好

的促进 LZTS1表达的效果，因此后续实验选取 pcD‐
NA 3.0 LZTS1-2质粒作为实验对象。MTT法和流式

细胞术实验观察过表达 LZTS1表达量对细胞增殖、

凋亡的影响，结果显示，过表达LZTS1显著抑制胰腺

癌 PANC-1细胞增殖，促进凋亡；进一步通过 Tran‐
swell检测发现，过表达 LZTS1显著抑制胰腺癌

PANC-1细胞侵袭、迁移，表明 LZTS1通过抑制胰腺

癌细胞的增殖、侵袭、迁移等恶性生物学特性，诱导

肿瘤细胞凋亡，从而阻碍胰腺癌的发生发展，与结

直肠癌、乳腺癌等结果相似，均发挥抑癌作用。研

究发现，LZTS1可通过调控 Akt-mTOR、PI3K/Akt等
信号通路抑制肿瘤细胞增殖［16，19］，进一步提示

LZTS1在胰腺癌中也可能通过调控细胞增殖相关的

信号通路，从而参与肿瘤的发生发展，但其具体的

作用机制尚需进一步的研究。

综上所述，过表达 LZTS1 显著抑制胰腺癌

PANC-1细胞增殖、迁移、侵袭能力，促进其凋亡，在

胰腺癌肿瘤发生发展过程中发挥抑制作用，为胰腺

癌的临床治疗提供潜在的基因标志物，但本研究只

在细胞水平研究了 LZTS1的肿瘤抑制作用，未来会

深入研究LZTS1发挥肿瘤抑制作用的具体分子机制

以及与相关信号通路的作用，并在多株胰腺癌细胞

以及动物模型中开展LZTS1的相关研究。

（本文图2见封三）
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