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TRIM40对人胰腺癌细胞增殖、迁移和侵袭的影响

李玟1,2,赵禹博3,马佳纯2,母红叶2,4,宋美慧2,齐玲2,张梦阳2

(1.大理大学药学院,云南 大理 671000;

2.广州医科大学附属清远医院,清远市人民医院消化内科,广东 清远 511518;

3.广州医科大学附属清远医院,清远市人民医院神经外科,广东 清远 511518;

4.遵义医科大学,贵州 遵义 563000)

摘 要:目的 探讨TRIM40在胰腺癌细胞中的表达及其对 MIAPaCa-2细胞生物学行为的影响。方法 采用 Western
Blot实验检测胰腺癌细胞中 TRIM40的蛋白表达水平;免疫荧光联合激光共聚焦显微镜观察 MIAPaCa-2细胞和

PANC-1细胞中TRIM40蛋白表达和分布;使用慢病毒TRIM40感染 MIAPaCa-2细胞过表达TRIM40,通过qRT-PCR
实验检测 TRIM40的表达以验证感染效率;采用CCK-8、伤口愈合、Transwell小室、平板克隆实验分别检测过表达

TRIM40后 MIAPaCa-2细胞增殖、迁移、侵袭、克隆形成能力的变化。结果 与胰腺正常导管上皮(HPDE)细胞相比,

胰腺癌细胞中的 TRIM40水平显著降低。采用CCK-8、伤口愈合、Transwell小室、平板克隆实验结果显示,过表达

TRIM40后 MIAPaCa-2细胞增殖、迁移、侵袭、克隆形成能力显著降低。结论 TRIM40在胰腺癌细胞中的表达显著低

于 HPDE细胞,过表达TRIM40可抑制胰腺癌细胞增殖、迁移、侵袭、克隆形成能力。
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TheeffectsofTRIM40onproliferation,migration,
andinvasionofhumanpancreaticcancercells
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SONGMeihui2,QILing2,ZHANGMengyang2
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  Abstract: Objective ToinvestigatetheexpressionofTRIM40inpancreaticcancercellsanditseffectson
thebiologicalbehaviorofMIAPaCa-2cells. Methods WesternBlotassaywasusedtodetecttheproteinex-
pressionlevelofTRIM40inpancreaticcancercells;immunofluorescencecombinedwithlaserconfocalmicros-
copywasusedtoobservetheexpressionanddistributionofTRIM40proteininMIAPaCa-2andPANC-1cells.
Lentivirus-mediatedTRIM40wasusedtoinfectMIAPaCa-2cellstooverexpressTRIM40,andqRT-PCRwas
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performedtoverifytheinfectionefficiencybydetectingTRIM40expression.TheeffectsofTRIM40overex-
pressionontheproliferation,migration,invasion,andcolonyformationabilitiesofMIAPaCa-2cellswereas-
sessedusingCCK-8,woundhealing,Transwellchamber,andcolonyformationassays,respectively. Results
 Comparedwithhumanpancreaticductalepithelial(HPDE)cells,thelevelofTRIM40inpancreaticcancer
cellswassignificantlyreduced.TheresultsofCCK-8,woundhealing,Transwellchamber,andcolonyforma-
tionassaysshowedthattheproliferation,migration,invasion,andcolonyformationabilitiesofMIAPaCa-2
cellsweresignificantlydecreasedafteroverexpressingTRIM40. Conclusion TheexpressionofTRIM40in
pancreaticcancercellsissignificantlylowerthanthatinHPDEcells,andoverexpressionofTRIM40inhibits
theproliferation,migration,invasion,andcolonyformationabilitiesofpancreaticcancercells.
  Keywords: pancreaticneoplasms;tripartitemotif-containingprotein40;tumorcellproliferation;tumor

cellmigration;tumorcellinvasion

  胰腺导管腺癌(pancreaticductaladenocarcino-
ma,PDAC)是胰腺癌最常见的种类[1],预计到2030
年,PDAC将成为癌症相关死亡的第二大常见原因[2]。
手术切除后再进行辅助化疗是PDAC的最佳治疗方

法[3],但是PDAC诊断较晚,常在患者发生转移后才

被诊断出来[4],所以预后不良,5年总生存率约为

11%[5-6]。因此,深入研究PDAC的生长及转移机制

和寻找新的分子靶标至关重要。

TRIM40是一种E3泛素连接酶,属于 TRIM 家

族的一员。TRIM家族参与多种细胞信号转导过程,
调节癌症的发生、进展和治疗耐药性,在不同的人类癌

症类型中可表现出致癌或抑癌的功能。此外,TRIM
家族成员具有作为癌症诊断和预后的生物标志物的潜

力[7]。TRIM家族由1个N端RING结构域、1个或

2个B-box基序和α螺旋结构域组成,后面是从N端

到C端的高度可变的羧基末端结构域。RING结构域

是催化中心,通过介导蛋白质-蛋白质相互作用来发

挥作用。RING的二聚化通常是泛素连接酶活性的先

决条件[8]。TRIM 家族成员参与多种细胞活动和过

程,包括 mRNA抑制和 mRNA定位[9]、自噬[10-11]、细
胞焦亡、细胞凋亡[12]、细胞周期和有丝分裂[13]、DNA
损伤 反 应[14]、病 毒 感 染[15]、免 疫 激 活 和 炎 症 过

程[16-17]。研究表明,TRIM40直接靶向Rho相关卷曲

螺旋蛋白激酶1(ROCK1)使其降解,最终导致了炎症

性肠病的发展。缺乏RING、B-box或C末端结构域

的突变体TRIM40促进ROCK1降解的能力受损。研

究表明,TRIM40缺陷的雄性小鼠对硫酸葡聚糖钠

(DSS)诱导的结肠炎具有高度抵抗力[18]。但关于

TRIM40在胰腺癌中发挥作用及具体分子机制尚未阐

明。本研究探讨TRIM40在胰腺癌细胞系中的表达,
通过在胰腺癌MIAPaCa-2细胞中过表达TRIM40分

析其对细胞增殖、迁移、侵袭和克隆形成能力的影响,
为胰腺癌的诊断和治疗提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 细胞系 人胰腺正常导管上皮细胞 HPDE、人
源胰腺癌PANC-1、MIAPaCa-2细胞(美国ATCC细

胞库)。

1.2 主要试剂与仪器  DMEM 高糖培养基、链霉

素/青霉素和胰蛋白酶(美国GIBCO公司),胎牛血清

(澳大利亚ExCellBio公司),4%~8%FuturePAGE
TM蛋白预制胶(南京艾思易生物科技有限公司),嘌
呤霉素(上海碧云天生物技术有限公司),TRIM40(上
海吉玛制药技术有限公司),BCA蛋白浓度测定试剂

盒(北京索莱宝科技有限公司),RIPALysisBuffer(康
为世纪生物科技有限公司),CCK-8试剂盒(上海碧云

天生物技术有限公司),SuperKine超敏型ECL发光

液(亚科因生物技术有限公司),GAPDH 抗体(货号:

60004-1-Ig)、Goat Anti-RabbitIgG 抗 体 (货 号:

SA00001-2)、Goat Anti-MouseIgG 抗 体 (货 号:

SA00001-1)、TRIM40抗体(货号:67073-1-1g)(武汉

三鹰生物技术有限公司),CO2恒温培养箱(ESCO公

司),冷冻离心机(广州火元医疗器械有限公司),共聚

焦激光显微镜(Zeiss公司),伯乐GelDocXR+凝胶

成像系统(美国BIO-RAD公司),金属浴(上海一恒科

技有限公司),酶标仪(SPECTORStar公司)。

1.3 方法

1.3.1 细胞培养 在人胰腺正常导管上皮细胞 HP-
DE、人胰腺癌细胞株PANC-1和 MIAPaCa-2添加了

10%的胎牛血清和1%青霉素-链霉素新鲜配置的

DMEM培养基中培养,培养条件为37℃,5% CO2,
培养至一定密度即80%左右后,取对数生长期的细胞

进行后续的接种处理。

1.3.2 WesternBlot实验 收集生长状态良好的

HPDE、MIAPaCa-2和PANC-1细胞,加入RIPA裂

解液提取蛋白,采用BCA试剂盒进行浓度测定及定

量。将取出的SDS-PAGE凝胶于电泳槽固定,以总蛋

白量为30ng上样,恒压160V、50min进行电泳。然

后将分离后的蛋白质采用湿法进行转膜,将转膜后的
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PVDF膜在5%脱脂牛奶中室温封闭2h,用TBST10
分/次,洗3次,加入TRIM40(1∶3000)或 GAPDH
(1∶10000)抗体中4℃缓慢孵育过夜。第2天,取出

膜用TBST洗3次,加入二抗(1∶10000)室温摇床孵

育2h,使用凝胶成像仪进行显影成像,使用ImageJ软

件读取目的蛋白和内参蛋白灰度值,以目标蛋白和内

参蛋白的净光密度比值作为相对表达量,进行半定量

分析及其绘图。

1.3.3 免疫荧光实验 将PANC-1和 MIAPaCa-2
细胞铺板于免疫荧光小皿中央,培养24h后,用PBS
洗5min,洗3次,多聚甲醛固定30min,再次用PBS
洗,TritonX-100透化5min,PBS洗干净,5%BSA封

闭2h后,加入用1%BSA配制的TRIM40(1∶200)
抗体4℃过夜孵育。次日,用PBST洗净,避光孵育兔

二抗(1∶500)2h,PBST洗3次,DAPI避光染核5
min,用PBST洗净,在共聚焦显微镜下观察TRIM40
的表达和定位情况并拍照。

1.3.4 构建稳转细胞株 取对数生长期的 MIA
PaCa-2细胞接种到24孔板中,37℃、5% CO2 培养

16~24h,细胞汇合度约50%~60%用带GFPtag绿

色荧光蛋白标签的慢病毒 TRIM40感染,16h后换

液,感染72h可观察荧光强度并加入嘌呤霉素筛选感

染的细胞株,以1mg/mL逐步增加至10mg/mL,约

15d左右可构建成功,并进行感染效率测定,后续培

养以嘌呤霉素5mg/mL作为维持浓度。

1.3.5 qRT-PCR实验 用Trizol法提取总RNA,并
使用反转录试剂盒(Takara)将其反转录为cDNA。

qRT-PCR使用SYBRGreenqPCR法在PCR仪器中

进行。以GAPDH为内参,使用2-ΔΔCt法计算相对表

达水平,见表1。

表1 qRT-PCR引物序列

Gene Sequence(5′to3′)

TRIM40Fw TCTATGTGTGGAATGCCTGGTGTC
TRIM40Rv GAGTCGTTCCTTGTAGTGGCTGAG
GAPDHFw GGACGTGCAGGGCAACTACC
GAPDH Rv AGCCGACGATGAGAAAGGGG

1.3.6 细胞增殖实验 将处于对数生长期的细胞消

化稀释,配制为1000个/孔(1×104 个/mL)的细胞悬

液,以100微升/孔接种到96孔板中,每组至少3个复

孔,置于37℃、5% CO2 的培养箱中培养。培养48h
后每孔加入10μL的CCK8试剂,于培养箱中避光孵

育2h后,使用酶标仪在450nm波长处测定吸光度

值,进行统计分析。

1.3.7 克隆形成实验 将处于对数生长期的细胞消

化稀释,配制为1000个/孔的细胞悬液,接种到6孔

板中,于37℃、5% CO2 的培养箱中培养,每间隔3d
进行换液,连续培养14d。用PBS洗涤后多聚甲醛固

定15min,1%的结晶紫染色15min,晾干后拍照。

1.3.8 细胞划痕实验 将处于对数生长期的细胞消

化稀释,配制3.5×104 个/孔的细胞悬液,吸取70μL
均匀铺在伤口愈合插件里,待细胞汇合度为90%左

右,拔下伤口愈合插件,PBS清洗,加入培养基,于0h
和24h分别进行拍照。

1.3.9 Transwell实验 迁移实验:在Transwell小

室的上室加入1×105 个悬浮于100μL无血清培养基

的细胞,下室加入600μL完全培养基。37 ℃、5%
CO2 的培养箱中培养48h后取出小室,PBS洗3次,

4%多聚甲醛固定30min,1%的结晶紫染色5min,用
湿棉签擦掉上室中未穿过来的细胞,并用PBS洗涤干

净。在倒置显微镜下观察拍照并计数。侵袭实验:在

Transwell上室膜预涂100μL基质胶,在37℃下静置

2h,待其凝固后吸去多余基质胶。后续步骤同迁移实

验。

1.3.10 统计学方法 采用GraphPadPrism8.0软

件进行统计分析,以(췍x±s)表示,多组间比较采用单因

素方差分析,两两比较采用独立样本t检验,P<0.05
为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 胰 腺 癌 细 胞 中 TRIM40 蛋 白 表 达 水 平 及

TRIM40蛋白表达和定位情况 与 HPDE细胞相比,

MIAPaCa-2和PANC-1细胞中TRIM40的蛋白表达

水平显著降低(P<0.01或P<0.05)。MIAPaCa-2
细胞中TRIM40蛋白表达更低,且 MIAPaCa-2细胞

状态佳,细胞增殖快,易培养,故选择 MIAPaCa-2细

胞进行后续实验。免疫荧光联合激光共聚焦显微镜观

察显示,TRIM40在 MIAPaCa-2和PANC-1细胞中

主要分布在细胞质。见图1和图2。

注:与 HPDE组相比,*P<0.01,**P<0.05;n=3。
图1 WesternBlot法检测不同细胞中TRIM40蛋白表达
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图2 免疫荧光实验检测 MIAPaCa-2细胞和PANC-1
细胞中TRIM40蛋白表达(标尺=20μm)

2.2 MIAPaCa-2细胞过表达TRIM40的转染效率

 在 MIA PaCa-2细 胞 中 过 表 达 TRIM40后 通 过

qRT-PCR实验检测TRIM40mRNA的表达,结果显

示,与 Vector组 比 较,过 表 达 TRIM40 组 细 胞 中

TRIM40mRNA表达水平显著升高(P<0.05)。见

图3。

2.3 过表达TRIM40后 MIAPaCa-2细胞增殖和克

隆形成能力的变化 CCK-8实验检测细胞增殖能力,
与对照组比较,细胞接种培养48h后,TRIM40组

MIAPaCa-2细胞增殖活性显著降低(P <0.001)。
平板 克 隆 形 成 实 验 结 果 显 示,与 Vector组 相 比,

TRIM40组 MIAPaCa-2细胞克隆形成数明显减少

(P<0.01)。见图4和图5。

注:与Vector组相比,**P<0.01;n=3。

图3 qRT-PCR实验检测2组 MIAPaCa-2
细胞中TRIM40的表达

注:与Vector组相比,***P<0.001,;n=3。

图4 CCK-8法检测过表达TRIM40后

MIAPaCa-2细胞增殖能力变化

注:与Vector组相比,**P<0.01;n=3。

图5 平板克隆实验检测过表达TRIM40后 MIA
PaCa-2细胞克隆形成能力变化(结晶紫)

2.4 过表达TRIM40后 MIAPaCa-2细胞划痕愈合

能力变化 划痕后24h观察,与对照组比较,TRIM40
组 MIAPaCa-2细胞划痕距离更宽,面积更大,划痕愈

合能力明显降低(P<0.001)。见图6。

2.5 过表达TRIM40后 MIAPaCa-2细胞迁移和侵

袭能力变化 Transwell实验结果显示,与对照组比

较,TRIM40组 MIAPaCa-2细胞的迁移和侵袭能力

均显著降低(P <0.01或P <0.001)。见图7和图

8。
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注:与Vector组相比,***P<0.001;n=3。

图6 划痕实验检测过表达TRIM40后 MIAPaCa-2细胞划痕愈合情况(标尺=100μm)

注:与Vector组相比,**P<0.01;n=3。

图7 Transwell小室实验检测过表达TRIM40后 MIAPaCa-2细胞迁移情况

注:与Vector组相比,***P<0.001;n=3。

图8 Transwell小室实验检测过表达TRIM40后 MIAPaCa-2细胞侵袭情况(标尺=100μm)

3 讨论

PDAC是一种致死性恶性肿瘤,由于PDAC在早

期基本无症状,超过80%的患者通常被诊断时已为晚

期或转移期,因此无法进行手术干预[19-20]。此外,接受

肿瘤完全切除的患者常在术后2年内出现局部或远处

复发[21]。其他治疗策略,如联合化疗、分子靶向药物

和免疫检查点抑制剂,由于存在化疗和免疫耐药,疗效

有限[22-24]。因此亟待寻求新的诊断标志物及临床治疗

靶点。
近年来,TRIM40作为TRIM家族的重要成员,逐

渐成为肿瘤研究领域的热点对象。RNA-seq分析表

明,TRIM40的表达在大多数人体组织中基本表达沉

默[18],在多种肿瘤中表达异常。如在炎症性肠病、食
管癌中,TRIM40的表达水平显著升高,且与肿瘤的分

级、分期和预后密切相关[18,25]。相反,在某些肿瘤如结

直肠 癌、IgA1 肾 病 中,TRIM40 的 表 达 则 显 著 降

低[26-27]。这些结果表明,TRIM40在不同肿瘤中可能

发挥不同的生物学功能。其通过结构域与其他蛋白质

相互作用,参与如感染、炎症、信号转导、转录调控、泛
素化修饰等多种细胞生物学过程[26,28-30]。一些研究表
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明TRIM40在抗病毒免疫中具有抑制作用[31-32]。此

外,TRIM40通过泛素化使NLRP3炎症小体失活,抑
制IgA1诱导的肾小球系膜细胞增殖[27]。Riok3通过

其RIO结构域与E3连接酶TRIM40的CC结构域相

互作用,促进TRIM40介导的K48和K27连接的泛素

化,并诱导随后的RIG-I和 MDA5蛋白酶体降解[28]。
糖尿病性视网膜病变是糖尿病患者常见的微血管并发

症,研究表明TRIM40参与了糖尿病性视网膜病变的

进展。在高糖条件下,TRIM40和其效应蛋白p-DAB1
的表达水平呈负相关,TRIM40增强了 K48连接的

DAB1的泛素化,从而促进了DAB1的降解,研究揭示

了TRIM40作为Reelin/DAB1信号通路干预的潜在

治疗靶点,有助于糖尿病性视网膜病变的治疗[33]。为

了探究 TRIM40与胰腺癌之间的关系,本研究通过

WesternBlot实验在3种胰腺癌细胞中检测TRIM40
的表达,结果显示TRIM40在胰腺癌细胞的蛋白的表

达显著低于 HPDE细胞;免疫荧光染色结果显示,

TRIM40蛋白主要分布在胰腺癌细胞的细胞质中。为

了进一步研究 TRIM40对胰腺癌细胞的生物学行为

的影响,本课题组使用TRIM40慢病毒感染并构建稳

定过表达TRIM40的 MIAPaCa-2细胞系进行后续检

测。结果显示,过表达TRIM40后降低了 MIAPaCa-
2细胞的增殖、迁移、侵袭和克隆形成能力。本研究结

果表明:TRIM40通过抑制细胞增殖、迁移、侵袭和克

隆形成能力在胰腺癌中发挥重要作用,提示过表达

TRIM40可能是胰腺癌的潜在治疗方法。本研究结果

为胰腺癌的靶向治疗提供了理论依据,但TRIM40调

控胰腺癌细胞生物学行为的具体机制有待进一步研

究。
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