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miRNA-383对急性胰腺炎腺泡细胞自噬的影响作用 *
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摘要 目的：检测转染 miRNA-383的急性胰腺炎细胞模型中自噬标志蛋白 LC3及 Beclin1的表达情况，研究 miRNA-383对急性

胰腺炎腺泡细胞自噬功能的影响作用。方法：在前期工作中利用生物信息技术筛选出在急性胰腺炎中表达下调的 miRNA-383。培

养 AR42J细胞，转染 miRNA-383类似物、抑制物以及阴性对照。使用牛磺胆酸钠盐以浓度 200 滋M刺激细胞 20 min制造急性胰

腺炎细胞模型，使用 BZiPAR检测胰酶激活程度证明此造模方法成功后，以此条件在转染完成后刺激 AR42J细胞制造急性胰腺

炎细胞模型。牛磺胆酸钠盐以浓度 200 滋M刺激细胞 20 min后提取细胞蛋白，利用 western blot技术检测各组自噬标志蛋白 Be-

clin1的表达情况及 LC3-Ⅱ与 LC3-Ⅰ比值的变化。结果：急性胰腺炎细胞模型造模成功，western blot技术检测 miRNA-383抑制

物转染组 AR42J细胞自噬标志蛋白 Beclin1表达水平及 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ的值上调 (P<0.05)，miRNA-383类似物转染组细胞 Be-

clin1表达水平及 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ的值下调(P<0.05)。结论：miRNA-383可以降低急性胰腺炎时细胞自噬水平，下调 miRNA-383的

表达可以提高急性胰腺炎时细胞自噬水平。
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MiRNA-383 Regulates the Acinar Cell Autophagy in Acute Pancreatitis*

To detect the expression of autophagy marker protein LC3-Ⅱ and Beclin1 in the acute pancreatitis cell

model and investigate the regulation effects of miRNA-383 on the acinar cell autophagy function in acute pancreatitis. Before

the experiments the biological information analysis technology was used to screen the differently expressed miRNAs in the rat acute pan-

creatitis models. The down-regulated miRNA, miRNA-383 was found. After culturing AR42J cells, the miRNA-383 mimics, miR-

NA-383 inhibitor and negative control miRNA-383 were transfected into the cells to regulate the expression of miRNA-383 in each

group. Taurocholic acid sodium salt with the concentration of 200 滋M stimulated the AR42J celles for 20 minutes to manufacture the

acute pancreatitis cell models. The activation of the pancreatic enzymes in each group was detected by the BZiPAR to confirm that the

acute pancreatitis cell models were fit for the experiment in this study. The acute pancreatitis cell models were manufactured with the tau-

rocholic acid sodium salt stimulation methods after the transfection of AR42J cells. The protein in the cells would be extracted after the

AR42J cells stimulated by taurocholic acid sodium salt. Then the expression degree of autophagy marker protein Beclin1 and the ratio of

LC3-Ⅱ to LC3-Ⅰ which extracted from each group were detected by western blot technology. The way that using the tauro-

cholic acid sodium salt to manufacture the acute pancreatitis cell models was fit for the experiment in this study. The expression of au-

tophagy marker protein Beclin1 and the ratio of LC3-Ⅱ to LC3-Ⅰ were up-regulated in the AR42J cells which were transfected with

miRNA-383 inhibitor(P<0.05); the expression of the autophagy marker protein Beclin1 and the ratio of LC3-Ⅱ to LC3-Ⅰ was down-reg-

ulated in the AR42J cells which were transfected with miRNA-383 mimics (P<0.05). MiRNA-383 decreases the cell au-

tophagy activation in acute pancreatitis. Down-regulating the expression of miRNA-383 increases the autophagy activation in acute pan-

reatitis.
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前言

急性胰腺炎 (acute pancreatitis, AP) 是临床上常见的急性

病，是当前胰腺病研究的一个热点。目前 AP的发病机制尚未

完全明确，但普遍认为胰酶异常激活是 AP造成损伤的关键因

素[1,2]。临床上由于缺乏针对及有效的治疗方法，较多依靠补液、

预防性应用抗生素、肠内营养等方法缓解病情，是一种难治而

且病情又比较危急的疾病[3]。自噬(autophagy)是生物在进化过
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程中产生的一种保护机制，其主要功能是降解细胞内的多种蛋

白以及细胞器，对抗外界刺激[4]。目前很多研究表明自噬参与了

AP的发生发展，调控自噬，可能会对 AP的严重程度起到控制

作用。

微小 RNA(microRNA, miRNA)是在真核生物中发现的一

类具有调控靶基因表达的非编码 RNA,对疾病的发生发展起到

调控作用。近年来随着研究的深入，发现一些 miRNA可以在

AP模型中调节靶基因的表达，干预 AP病程[5]。本研究在前期

准备阶段采用了生物信息分析技术，筛选出了在 AP中下调表

达的 miRNA-383。对 miRNA-383进行功能分析，发现 miR-

NA-383 下调表 达可 以 激 活 JAK-STAT 信号 通路，而

JAK-STAT信号通路参与了 AP的病理变化[6]。设计实验向 AP

模型腺泡细胞转染 miRNA-383，通过检测自噬标志蛋白 LC3

及 Beclin1[7,8]，观察 miRNA-383是否能对 AP中的腺泡细胞自

噬产生影响。

1 材料与方法

1.1 主要材料及试剂

大鼠胰腺 AR42J细胞购自美国 ATCC公司；1640培养基、

PBS购自美国 Hyclone公司；胎牛血清购自德国 PAN-Biotech

公司；牛磺胆酸钠盐(TLCs)购自美国 Sigma 公司；兔抗大鼠

LC3抗体、Beclin1抗体购自美国 Cell Signaling Technology公

司 ；Rhodamine 110, bis- (CBZ-L-isoleucyl-L-prolyl-L-arginine

amide)dihydrochloride (BZiPAR)购自美国 Gibco 公司；miRNA

类似物 micrONTM rno-miR-383 mimics (序列：CAGAUCA-

GAAGGUGACUGUGG)，miRNA 抑制物 micrOFFTM rno-miR-

383 inhibitor，阴性对照 negative control miRNA mimics-383(NC

miRNA-383), negative control miRNA-383 inhibitor (NC miR-

NA-383 inhibitor)均由广州锐博生物公司设计合成。

1.2 实验方法和步骤

1.2.1 AR42J细胞的培养 AR42J 细胞以 2× 105细胞数接种

于 25 cm2培养瓶中，加入含 15 %胎牛血清的 1640培养基约 4

mL，于 37℃、CO2含量 5 %、饱和湿度恒温箱培养 2 d，显微镜

下观察细胞处于对数期，活性良好。

1.2.2 急性胰腺炎细胞模型的建立 通过查询文献，发现建立

AR42J细胞 AP模型的方法为使用 TLCs以 200 滋M浓度刺激
AR42J细胞 20 min[9]，在此条件下建立的 AP细胞模型胰腺炎

程度最强，AP的表现最明显。首先依此条件试验制造 AP细胞

模型，使用 BZiPAR检测胰酶激活程度，观察发现胰酶激活明

显增多，AP表现明显，此模型建立方法可用。同时利用 western

blot技术检测此模型细胞自噬标志蛋白 Beclin1 与正常细胞

Beclin1的表达，评估自噬的改变。

1.2.3 转染 miRNA-383 将处于对数期的细胞以每孔 2× 105

的细胞数接种于 6孔板中。

细胞种板后即可转染 miRNA，按照使用说明，配置 miR-

NA-383转染试剂，加入 6孔板中转染 AR42J细胞，转染 48 h

后，更换培养基，AP造模组需加入 TLCs浓度为 200 滋M的培
养基刺激 20 min，非造模组加入正常培养基 2 mL 培养 20

min。细胞接种于 6孔板后，分 6组进行实验，各组分组以及处

理方法如下：空白组(control group)，加入正常培养基 2 mL培养

48 h；NC miRNA-383 inhibitor转染组(NC miRNA-383 inhibitor

group)，加入 NC miRNA-383 inhibitor浓度为 50 nM的培养基

2 mL转染 48 h；miRNA-383 inhibitor 转染组 (miRNA-383 in-

hibitor group)，加入 miRNA-383 inhibitor浓度为 50 nM的培养

基 2 mL转染 48 h；TLCs刺激造模组(TLCs group)，加入正常培

养基 2 mL培养 48 h后弃去培养基加入 TLCs浓度为 200 滋M
的培养基 2 mL 刺激 20 min；NC miRNA-383 mimics 转染后

TLCs刺激造模组(NC miRNA-383 mimics + TLCs group)，加入

NC miRNA-383 mimics浓度为 50 nM的培养基 2 mL转染 48

h后弃去培养基，加入 TLCs浓度为 200 滋M的培养基 2 mL刺

激 20 min；miRNA-383 mimics转染后 TLCs刺激造模组(miR-

NA-383 mimics + TLCs group)，加入 miRNA-383 mimics浓度

为 50 nM的培养基 2 mL转染 48 h后弃去培养基，加入 TLCs

浓度为 200 滋M的培养基 2 mL刺激 20 min。

1.2.4 Western blot 检测自噬标志蛋白 LC3，Beclin1 提取 6

组细胞的蛋白质，BCA法测各组蛋白质浓度，各取每组相同质

量的蛋白，上样于电泳凝胶上，进行电泳。电泳完成后在冰盒内

恒流电转将蛋白转至聚偏二氟乙烯(PVDF)膜上，用 5 %脱脂奶

粉封闭 1 h后，将兔抗大鼠 LC3，Beclin1一抗按 1:1000比例与

脱脂牛奶混合稀释，加入到一抗孵育盒中对应的蛋白条带格子

内，每格 4 mL一抗牛奶混合液孵育，4℃过夜。一抗孵育完成

后先用 PBS洗膜，然后用二抗室温孵育 1 h。完成后洗膜，即可

利用发光剂进行显影等处理。处理完成后观察 Beclin1蛋白的

表达量及 LC3-Ι 向 LC3-Ⅱ的转化。

1.2.5 统计学分析 所有数据均采用均数± 标准差 (x± s)表

示，用 SPSS13.0软件处理进行统计学分析，两组间均数比较采

用 t检验，P<0.05有统计学意义。

2 结果

2.1 AP模型的观察

使用 TLCs以 200 滋M浓度刺激 AR42J细胞 20 min，加入

BZiPAR检测胰酶激活程度，于共聚焦显微镜下观察，与正常

AR42J细胞比较，发现胰酶激活明显增多（图 1），依此刺激条

件建立 AP 细胞模型成功。同时使用 western blot 方法检测

Beclin1的差异表达，结果 TLCs处理的细胞 Beclin1表达明显

高于正常细胞（图 2），自噬明显增强。

图 1 正常及 TLCs处理的 AR42J细胞的胰酶激活。

Fig.1 The pancreatic enzyme activation of normal AR42J cells and the

ones stimulated by TLCs

Note: The green fluorescent is the activated pancreatic enzyme. The blue

oval is the nucleus. (× 800, scale bar 8 滋m)
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2.2 miRNA-383对各组自噬的影响

6 组细胞各组使用 western blot 技术检测自噬标志蛋白

LC3及 Beclin1，观察 Beclin1表达量的变化及 LC3-Ⅰ向 LC3-

Ⅱ的转化。结果空白组以及 NC miRNA-383 inhibitor组的 Be-

clin1表达水平都低于 miRNA-383 inhibitor组的表达水平，同

时 miRNA-383 inhibitor组 LC3-Ⅰ向 LC3-Ⅱ的转化明显增强，

LC3-Ⅱ表达量明显增多，说明 miRNA-383 inhibitor成功转染

进 AR42J 细胞，降低了 miRNA-383的表达水平，促使 AR42J

细胞自噬增强；TLCs组以及 NC miRNA-383 mimics + TLCs组

的 Beclin1表达水平都高于 miRNA-383 mimics + TLCs组的表

达水平，同时 miRNA-383 mimics+TLCs组 LC3-Ⅰ向 LC3-Ⅱ的

转化明显减弱，LC3-Ⅱ表达量明显减少，说明 miRNA-383

mimics成功转染进 AR42J细胞，提高了 miRNA-383的表达水

平，降低了 AR42J细胞的自噬水平（P<0.05，如图 3，图 4）。

3 讨论

自噬是细胞重要的生理过程，参与了许多疾病的发生发

展。在研究动物 AP模型的早期阶段，在电镜下观察 AP模型胰

腺组织发现胰腺细胞胞浆内出现许多空泡，而且空泡内发现酶

原颗粒[10]，在后来的研究中 Hashimoto D等[11]人证实这些空泡

内含有自噬标志蛋白 LC3，认为这些空泡即为自噬体。自噬是

AP中重要的生理病理变化，对 AP的发生发展起着着非常重

要的调控作用。研究表明在 AP病程中，自噬功能发生障碍，造

成其他细胞器或细胞蛋白的功能变化，最终引起细胞死亡，加

重 AP炎症程度[12,13]。近年来有研究发现一种在 AP中发挥细胞

保护作用的选择性自噬，这种自噬在 AP时选择性吞噬酶原颗

粒，消化酶原颗粒防止过量的酶原激活，减轻胰酶造成的损伤，

进而保护胰腺细胞，防止胰腺细胞大量死亡[14]。但在另一方面，

Feng等[15]人研究的 IL-22重组腺病毒注入 AP小鼠抑制自噬却

减轻了炎症程度，Yang等[16]阻断 NF-资B通路发现自噬受抑制
的同时减轻了 AP的程度，这些研究认为自噬在 AP中促进胰

酶激活，对胰腺组织起到破坏作用。近年来自噬在 AP中这种

复杂的影响作用及探索确切的自噬分子机制逐渐成为研究热

点。

在自噬的过程中一系列的自噬相关蛋白参与了自噬过程

的发生发展，在自噬体形成的不同阶段发挥作用。LC3是哺乳

动物酵母 ATG8基因的同源基因，定位于自噬体表面。LC3在

细胞内以两种形式存在，为 LC3-Ⅰ及 LC3-Ⅱ。LC3蛋白在细胞

内合成后即被相关蛋白酶切割成为 LC3-Ⅰ，散在于细胞浆内。

当发生自噬时，LC3-Ⅰ与磷脂酰乙醇胺偶联形成 LC3-Ⅱ，并定

位于自噬体膜上。与其他的一些定位于自噬体膜上的自噬相关

蛋白不同，LC3-Ⅱ蛋白始终定位于自噬体膜上，直到自噬体与

溶酶体结合 LC3-Ⅱ蛋白才被消化掉，因此常被用来作为自噬

体的标志物，而且 LC3-Ⅱ的数量也在一定程度上反应了自噬

体的数量以及自噬强度的变化[17]。通过Western blot技术检测

自噬发生时的 LC3蛋白，检测到两个条带的蛋白质，分别为

LC3-Ⅰ及 LC3-Ⅱ。在自噬时总的 LC3蛋白水平上调其实不大，

主要发生的是 LC3-Ⅰ向 LC3-Ⅱ转化，计算 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ的

值可以一定程度上反应自噬水平的变化 [18]。Beclin1 是酵母

ATG6的同系物，哺乳动物的自噬相关基因，主要与Ⅲ型 PI3K

(phosphatidylinositol 3，kinase)形成复合体，募集结合其他自噬

相关蛋白，形成蛋白复合体，促进自噬体的形成[19]。Beclin1是细

胞自噬的一个关键调控因子，是自噬体形成的不可或缺的条

图 2 正常及 TLCs处理的 AR42J细胞的 Beclin1表达量

Fig. 2 The Beclin1 expression of the AR42J cells stimulated by TLCs and

the normal ones

图 3 各组自噬标志蛋白 LC3及 Beclin1的变化。

Fig. 3 The expression of the autophagy marker protein LC3 and Beclin1

from each group

图 4 各组自噬标志蛋白 LC3-II/LC3-Ι 及 Beclin1测得的表达量

Fig.4 The gray value of the autophagy marker protein LC3-II/LC3-I and

Beclin1 from each group

Note: *: P< 0.05, compared with control group; #: P< 0.05, compared with

NC miRNA-383 inhibitor group; ● : P< 0.05, compared with TLCs group;

▲: P< 0.05, compared with NC miRNA-383 mimics + TLCs group.
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件，在癌症方面的研究，Beclin1已经成为促进自噬的抑癌基因

的研究热点。LC3和 Beclin1这两种蛋白，是自噬研究中应用最

普遍的自噬标志蛋白，同时在急性胰腺炎的自噬研究中，作为

自噬强度的重要测量指标[7]。

生物信息学(Bioinformatics)是研究生物信息的采集、处理、

存储、传播，分析和解释等各方面的学科，也是随着生命科学和

计算机科学的高速迅猛发展，生命科学和计算机科学相结合形

成的一门新兴学科。生物信息分析技术是新兴学科和研究技

术，不仅能说明基因调节网络的局部特征，还能对调控信号通

路进行全面系统的分析，现已成为一种重要的研究疾病的方

法[20]。我们在实验的前期阶段，利用生物信息技术，经过信息整

合和筛选，利用模块化分析，提取 miRNA芯片，比较两个样本

的 microRNA转录差异倍数，经过生物信息技术处理，最终发

现miRNA-383，并且分析结果表明 miRNA-383在 AP中表达

下降。自噬是 AP中重要的生理病理学变化，与其他的各种 AP

的病理变化有着关联，为探究 miRNA-383与自噬可能存在的

关系，向细胞内转染 miRNA-383并构建了 AP细胞模型。转染

miRNA-383 mimics提高 miRNA-383水平对抗 miRNA-383表

达下调，从 TLCs刺激造模的各组的对照结果中，发现提高

miRNA-383的水平，被 TLCs刺激而处于高自噬强度的 AR42J

细胞的 Beclin1的表达水平发生下调，Beclin1对自噬的促进作

用减弱，同时 LC3-Ⅰ向 LC3-Ⅱ转化降低，LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ的比

值下降，自噬体数量减少自噬功能减弱，这两种蛋白的表达量

变化说明上调 miRNA-383 的表达水平可以抑制 AP 病程中

AR42J细胞的自噬功能。另一方面，由于经过生物信息分析发

现 miRNA-383在 AP中表达下降，为了观察到比较明显的降

低 miRNA-383 水平可能对自噬产生的影响，所以向正常的

AR42J细胞中转染 miRNA-383 inhibitor，降低 miRNA-383水

平，观察其对自噬的影响。从没有用 TLCs刺激的各组对照结

果中，发现降低 miRNA-383的水平，正常的 AR42J细胞的 Be-

clin1 表达水平上调，Beclin1 对自噬的促进作用增强，同时

LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ的比值上升，自噬体数量增多自噬功能增强，这

两种蛋白的表达量变化说明下调 miRNA-383的表达水平可以

增强了 AR42J细胞的自噬功能。在 AP的病程中，如果自噬功

能亢进，但是不能很好的降解吞噬的胰酶，反而使更多的胰酶

激活，自噬就会加重炎症程度，那么此时上调 miRNA-383的表

达抑制自噬，则可能减轻 AP的损伤；自噬如果受到某些条件

干扰，正常的吞噬降解功能未完全发挥作用，那么如果能采用

一些方法进一步降低 miRNA-383的表达水平，增强自噬功能，

从而使在 AP中被异常激活的酶原充分被自噬功能降解，则可

能减轻 AP的炎症程度。

近年来随着对自噬的研究深入，自噬过程被细化，出现了

自噬潮(autophagic flux)的概念，AP过程中自噬功能的损伤，是

自噬潮中自噬囊泡堆积，溶酶体功能障碍等多因素导致的[21]。

多种因素破坏自噬潮过程，组织蛋白酶 B(cathepsin B)与组织

蛋白酶 L(cathepsin L)功能失调，又导致了 AP中胰酶激活[22]。自

噬潮受损，胰蛋白酶原的异常激活，是 AP腺泡细胞内的早期

病理改变，并且酶原激活后又会损伤细胞，加重自噬潮损伤，两

者相互作用，关系复杂。在此实验中，观察到了上调及下调

miRNA-383表达水平对自噬的影响，但是自噬潮是否发生改

变，胰酶激活对自噬过程是否产生影响，目前尚未完全阐明，所

以随着关于胰酶与自噬关系的研究越来越深入，miRNA-383

调节腺泡细胞自噬的机制会更加明确。
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