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摘要 目的：神经浸润的发生预示胰腺癌预后不良，疼痛的发生与神经浸润密切相关，癌细胞和神经组织间相互作用、连接及粘附

可能参与了神经浸润的发生，Claudins作为组成紧密连接的主要成份，在多种肿瘤中有所表达，本实验拟通过观察其成员
CLDN11在体内、体外 mRNA水平的表达，探讨 CLDN11在胰腺癌神经浸润发病机制中的作用，为其诊断及治疗新方法的探索
提供一定的实验依据。方法：通过裸鼠坐骨神经周围注射不同人胰腺癌细胞系的方法建立稳定的胰腺癌神经浸润动物模型，成瘤

后检测肿瘤组织中 CLDN11 mRNA表达水平的差异。同时检测不同人胰腺癌细胞株中 CLDN11 mRNA的表达水平的差异。结
果：CLDN11在神经侵犯发生率低的肿瘤中的表达高于神经侵犯发生率高的肿瘤，在正常胰腺组织中无表达。CLDN11的 mRNA
水平在 panc-1细胞株中表达高于 Capan-2组。结论：经本实验研究发现 CLDN11在 PNI发生率高的肿瘤组织及高神经浸润能
力的细胞株中表达下调，而在 PNI发生率低的肿瘤组织及神经浸润能力低的细胞株中高表达，可以得出在神经浸润发生中,
CLDN11的表达受到抑制的结论，由此推断如果过表达 CLDN11，有可能阻碍 PNI的发生及发展；另外，CLDN11表达的下降也可
能预示着 PNI的发生及进展，因此 CLDN11表达的下降可作为 PNI发生的预警信号，也可作为胰腺癌基因治疗的靶点，为提高胰
腺癌的早期诊断率、改善胰腺癌的预后提供初步的基础实验依据。
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The Expression of CLDN11 in Animal Model of Pancreatic Caner with
Neural Invasion*

Perineural invasion (PNI) indicates poor prognosis of pancreatic cancer, the presence of pain in pancreatic
cancer is associated with PNI. Interactions, connection and adhesion between cancer cells and nerve tissue may be involved in perineural
invasion occurred. Claudins contribute to formation of tight junctions, has been found to be altered in several cancers. By observing
CLDN11 mRNA expression levels and , to explore the role of CLDN11 in pathogenesis of pancreatic cancer with
perineural invasion, to provide some experimental basis to earlier diagnosis and explore new treatment. Established an animal
model of neural invasion of pancreatic cancer by using different human pancreatic cancer cells injected around the sciatic nerve of Nude
mice. Detecting the different expression levels of CLDN11 mRNA in different tumor tissues and Human pancreatic cancer cell lines.

The expression of CLDN11 mRNA in the low incidence of PNI tumors was higher than that of in the high incidence of PNI
tumors, no expression in normal pancreatic tissue. The expression of CLDN11 mRNA in Capan-2 was lower than that of in panc-1.

CLDN11 expression was low in highly PNI tumors and cell lines compared with low invasive ones. The high expression in
low incidence of PNI tumor tissue and low infiltration capacity of cell lines. Come to a conclusion that the expression of CLDN11 was
inhibited in PNI. These data suggest that over expression of CLDN11 might obstruct the occurrence and development of PNI. Additionally,
Decreased expression of CLDN11 may also indicate the occurrence and progress of PNI. Dropped CLDN11 expression may be as an
early warning signal of PNI, it also can be used as target for gene therapy of pancreatic cancer. Our experiments provide a preliminary
basis for improving the early diagnosis and prognosis of pancreatic cancer.

Pancreatic cancer; Neural; Cell adhesion
;
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前言

胰腺导管腺癌（pancreatic ductal adenocarcinoma, PDAC）

是预后差、早期诊断率低的恶性肿瘤之一，大多胰腺癌患者确

诊时已存在局灶转移或肿瘤扩散，从而失去手术机会[1]。即使部

分患者经影像学检查未见明显转移，有手术指征，但在手术过

程中可见亚临床转移。因此，在根治性胰腺切除术后的复发很

常见，且经胰腺切除术后患者长期生存率仅 10-20%[2]。神经侵

犯（Perineural invasion,PNI）是 PDAC 的主要特征之一，PNI是

肿瘤细胞侵犯周围神经的过程，也是肿瘤扩散和疼痛发生的途

径之一。存在 PNI 的 PDAC 患者在无病生存期（disease-free

survival,DFS）和总生存期（overall survival,OS）显著短于无 PNI

的患者，在多因素分析中，对于 DFS和 OS来说 PNI是一个独

立预后因素。PNI在 PDAC病情进展和预后的判断中起重要作

用[3]。但肿瘤细胞如何侵及胰腺神经及如何沿着胰腺内神经扩

散的具体机制仍不明确。

CLDN11 这一基因编码蛋白为 claudin 家族中的成员之

一。claudin家族成员在多种正常和肿瘤组织中均有表达，且其

表达具有高度组织特异性[4]。Claudins是完整的膜蛋白，为组成

紧密连接的主要成份[5,6]。紧密连接是内皮和上皮细胞间隙的物

理屏障，可阻止溶质和水自由通过细胞间隙；并在保持细胞极

性和信号传导中起关键作用[4]。CLDN11编码蛋白是中枢神经

系统髓鞘的主要成分，同时对于调节少突神经胶质细胞的增殖

和迁移起重要作用。这一蛋白是人血－睾屏障（blood-testis

barrier, BTB）紧密连接蛋白[5]，BTB的破坏与这一基因功能紊

乱相关[7]。近年来，部分研究证实 claudin蛋白在多种肿瘤中表
达异常[8, 9]，目前仍无 CLDN11在胰腺癌中表达情况的报道，因

此，本实验拟建立胰腺癌神经浸润动物模型，通过 RT-PCR技

术检测 CLDN11在神经浸润动物模型中 mRNA表达的差异，

并通过该技术检测 CLDN11在不同胰腺癌细胞株中 mRNA表

达的差异，观察 CLDN11在体内及体外不同层面中的表达，初

步探讨 CLDN11在胰腺癌 PNI发病机制中的作用。

1 材料和方法

1.1 动物模型的建立
1.1.1 实验动物及分组 4-5周龄 BALB/c裸小鼠 50只，随机

化分为 Capan-2注射组、panc-1注射组、SW1990注射组，每组

裸鼠各 15只，正常对照组 5只，体重约 18-22 克，购自上海中

科院斯莱克动物中心，于第二军医大学动物实验中心 SPF级屏

障系统饲养。饲养条件：室温 26-28℃，相对湿度 40％ -60％，动

物饲养箱置于层流架中，饮用水、饲料及垫料均经严格消毒，定

期更换，专人管理。入室适应性喂养 1周后开始实验。
1.1.2 细胞培养 人胰腺癌细胞株 Capan-2、panc-1及 SW1990

均购自美国 ATCC，按照 ATCC推荐的培养条件培养、传代，细

胞均孵育在 5 % CO2浓度的 37℃恒温温箱内。待细胞增殖量

达约 106时中止培养，用胰酶消化细胞，收集于 1.5 ml EP管中

备用。

1.1.3 造模方法 各胰腺癌细胞注射组将 BALB/c裸小鼠称重

后用 1%戊巴比妥按照 40 mg/kg浓度腹腔注射麻醉，待麻醉完

全后，消毒裸鼠右下肢，在裸鼠右下肢股骨头下约 1-2 mm处沿

股骨干走行切开约 3-4 mm小切口，钝性沿肌肉走行轻轻剥离

肌肉，找寻并暴露坐骨神经，在坐骨神经周围分别注射约 106

人胰腺癌细胞，后缝合切口，动态观察成瘤情况、成瘤时间。对

照组不做任何处理，自由进食、水。成瘤至最长径约 0.8 cm时
取瘤，肿瘤组织一分为二，一部分置于 4%多聚甲醛中充分固

定，后常规石蜡包埋，行 HE染色，观察是否存在 PNI；另一部分

置于冻存管中液氮速冻后转 -80℃冰箱冻存备用。

1.2 肿瘤组织 RNA的提取
1）从液氮中取出胰腺肿瘤组织，加入 1 mL Trizol，匀浆；
2）将匀浆液放入离心管中，冰上放置 5 min，4℃、12000

rpm，离心 10 min，取上清，转移至新的离心管中；
3）加入 200 ul 氯仿，剧烈震荡，混匀 30 s，4 ℃、12000

rpm，离心 10 min，将上清小心转移到无菌 RNase-free 1.5 ml离

心管中；

4）加入与上清等体积的异丙醇，颠倒混匀，冰上放置 30

min，4 ℃、12000 rpm，离心 10min，弃上清；
5）沉淀中加入 75 %乙醇 1 ml，4 ℃、12000 rpm，离心 10

min，小心弃上清，放置超净台快速晾干；
6）加入 50-100 ul DEPC-H20溶解沉淀，紫外分光光度计测

定 RNA浓度及纯度；
7）将 RNA分管存放，-80 ℃冰箱保存备用。

1.3 人胰腺癌细胞株 RNA的提取
1）选取人胰腺癌细胞株 Capan-2、panc-1及 SW1990，按照

ATCC推荐的培养条件培养、传代，细胞均孵育在 5% CO2浓度

的 37 ℃恒温温箱内。待细胞增殖量达约 5× 106时中止培养，

用胰酶消化细胞，收集于 1.5 mL EP管中备用。

2）在收集好的各组人胰腺癌细胞中加入 1 mL Trizol，反复

吹打使细胞完全散开混匀；

3）加入适当体积的氯仿（Trizol：氯仿 =5:1），振荡混匀 30 s

后，4 ℃、12000 rpm，离心 10 min，将上清小心转移到无菌
RNase-free 1.5 mL离心管中；

其后各步骤与组织提取 RNA相同。
1.4 RNA的鉴定及逆转录合成 cDNA

1）使用 NanoDropND-1000 分光光度计及配套软件，用

DEPC- H2O调零后，将样本取 1 ul加在测样台上进行测量，记

录 OD260/OD280值及 RNA浓度。
2）按照反转录试剂盒说明书（Takara 公司）进行，反应条

图 1 造模示意图

Fig. 1 Schematic diagram of Modeling
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Reagents Amount

SYBR Premix Ex Taq（2× ）

PCR Forward Primer（10uM）

PCR Reverse Primer（10uM）

ROX Reference DyeⅡ（50× ）

cDNA

RNase Free dH20

10ul

0.4ul

0.4ul

0.4ul

2ul

6.8ul

Gene name Primer sequences

CLDN11

GAPDH

5，-CGGTGTGGCTAAGTACAGGC-3，

5，-CGCAGTGTAGTAGAAACGGTTTT-3，

5，-AGCCACATCGCTCAGACAC-3，

5，-GCCCAATACGACCAAATCC-3，

表 2 反应体系（Takara试剂盒）

Table 2 Reaction System(Takara Kit)

图 2 PNI示意图

Fig. 2 Schematic diagram of PNI Modeling

Control
Capan-2

group

Panc-1

group

SW1990

group

Success rate of modeling 0 87.5% 33.3% 50%

*组间比较 P<0.05，n=5，x± S

* Comparison between groups P<0.05，n=5，x± S

图 3 CLDN11 mRNA在各组瘤组织内的表达

Fig. 3 The expression of CLDN11 mRNA in each group tumors

件：37 ℃ 15 min，85 ℃ 5 sec，终止反应，-20 ℃冻存备用。
1.5 Real-time RT-PCR 检测肿瘤组织及胰腺癌细胞株中
CLDN11 mRNA的表达

基因引物序列使用 Primer Premier 5.0设计，由美国 invit-

rogen公司合成。
表 1 Real-time RT-PCR引物序列

Table 1 Primer sequences of RT-PCR

反应条件如下：

Stage1：预变性
Reps：1

95℃：30 s
Stage 2：PCR反应
Reps：40

95℃：5 s

60℃：34 s

Dissociation Stage

记录目的基因和 GAPDH 的 Ct值，计算 2-△△Ct，△△Ct=

△Ct模型组 -△Ct对照组，△Ct=Ct目的基因 -CtGAPDH。

观察不同人胰腺癌细胞株中 CLDN11 mRNA 的表达，实

验重复 5次，选取软件计算出的 RQ值做最后统计用。

1.6 统计方法

计量资料先进行正态分布及方差齐性检测，如即正态分

布，又方差齐性的计量资料用单因素 ANOVA进行多组间比

较，统计用软件为 SPSS17.0版本，P<0.05时组间差异为具有统

计学意义。

2 结果

2.1 胰腺癌动物模型的鉴定
2.1.1 实验动物的一般情况 PNI动物模型各组动物大部分

成瘤，无死亡，成瘤裸鼠体重明显下降，活动度下降，甚至呈现

恶液质，且成瘤侧肢体肿胀，可见结节状膨隆，活动受限，呈现

跛行。对照组裸鼠体重有所增长。

2.1.2 造模病理鉴定 待最终成瘤时，予 1%戊巴比妥钠按照
40 mg/kg麻醉裸鼠，部分肿瘤与表皮可有部分粘连，但可顺利

分离，剥离表皮后暴露肿瘤，观察到大部分肿瘤呈现类球状，部

分呈不规则形状，包绕股骨干，侵及肌肉，沿股骨干剥离、切下

肿瘤，部分实验组可见肿瘤包绕坐骨神经，部分实验组肿瘤外

可见坐骨神经，予冰 PBS冲洗，将取下的肿瘤组织一分为二，

一部分放入冻存管中置 -80℃冰箱冻存备用，另一部分置入 4 %

多聚甲醛中充分固定，待固定 48小时后按照常规操作程序行石

蜡包埋后行HE染色，观察 PNI发生率。如图所示：HE染色可见

肿瘤组织包绕神经，部分肿瘤细胞侵及神经束膜，造模成功。

2.1.3 造模成功率 根据 HE染色所示，观察到 PNI发生，各实

验组间造模成功率的对比如下表所示：

可见 Capan-2 组 PNI 发生率较高，panc-1 组 PNI 发生率

最低。

2.2 CLDN11在造模成功肿瘤组织中 mRNA的表达

根据 HE染色选取存在 PNI发生的每组肿瘤组织各 5 个
进一步行 RT-PCR，与正常对照组裸鼠胰腺组织对比，观察
CLDN11在 PNI动物模型肿瘤组织中mRNA表达水平的不同。

结果显示，Panc-1组肿瘤组织中 CLDN11的 mRNA表达

水平显著高于 Capan-2及 SW1990组（P<0.05），Capan-2组高于
SW1990组（P<0.05），正常胰腺组织无 CLDN11 mRNA的表达。

表 3 各组 PNI造模成功率的比较

Table 3 The success rate of PNI modeling in different groups
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2.3 CLDN11在不同人胰腺癌细胞株中 mRNA的表达

选择造模所用相应的人胰腺癌细胞株，对比不同细胞株中

CLDN11的 mRNA表达水平的差异。

结果显示，Panc-1细胞中 CLDN11 的 mRNA 表达水平显

著高于 Capan-2及 SW1990细胞（P<0.05），Capan-2细胞高于
SW1990组（P<0.05）。

3 讨论

胰腺癌是一种具有高死亡率的疾病，在美国，胰腺癌在因

癌症导致死亡的疾病中位居前五位[8]。神经浸润是肿瘤特有的

扩散方式，也是胰腺癌的显著特征之一，其发生率为 50-100 %
[9]，但其具体发病机制目前仍未明确。有研究认为交感神经去甲

肾上腺素通过 茁-AR/PKA/STAT3信号通路在 PNI的发生和进

展中起到关键的调节作用[10]。另有报道称 P53和 Ki67在胰腺

癌神经浸润中起重要作用[9]。PNI的发生除了预示着胰腺癌患

者较差的预后外，也是导致腹痛的主要原因，从而导致患者生

存质量下降，有研究显示 P物质在促进胰腺癌转移和 PNI进展

中起到重要作用[11]。神经营养因子在 PNI的发生中也起到一定
作用，胰腺癌细胞可产生神经营养因子 NRTN，这些因子可增

强胰腺癌细胞的生物学特性，通过 GFR琢-2受体可触发神经可

塑性的改变、PNI和影响痛觉[12]。PNI的发生在癌细胞和神经间

细胞粘附的作用目前研究甚少。

多年前，细胞和肿瘤学家认为良、恶性细胞迁移的机制包

括细胞粘附和细胞骨架动力学的改变[13]，然而，现在肿瘤细胞

的侵袭被认为是异质和适应的过程，事实上，正是在多样的结

构改变、分子及甚至相反的微环境下的细胞粘附、骨架动力学

及机械传导的可塑性，延续了细胞的迁移和扩散[14]。肿瘤的侵

袭是一个循环的过程，即细胞形状改变、形态不对称及细胞体

的易位。根据细胞类型及组织环境，细胞能通过两种主要途径

迁移：细胞 -细胞间连接缺失或细胞间粘附仍保留。因此，细胞
粘附在 PNI的发生、发展中起到一定的作用，但具体机制仍待
发掘。

在毗邻的上皮细胞间通过特有的顶端结构将细胞间的空

间分隔为顶部和基底部，这一结构就叫紧密连接[15]，紧密连接

是由众多细胞周围的蛋白复合物组成，通过双脂质层延伸，从

而在毗邻的细胞间形成网状网络[16]。多种蛋白专门位于紧密连

接处，这些蛋白可调节肌动蛋白结果、细胞 -细胞间粘附和组

织渗透性。Claudins决定了穿过紧密连接小分子的渗透性，在

不同的上皮表达不同的 claudins连接物，提示由 claudins编码

的连接物可能决定了紧密连接的大小和离子特异性[16]。

改变人类某些 CLAUDIN基因与皮肤、肾脏和耳朵疾病相

关[17,18]，Claudin家族成员即为已证实在多种人类肿瘤中被异常

调节，并参与了肿瘤的发病[19,20]本实验结果显示，CLDN11在正
常胰腺组织中未检测到 mRNA水平的表达，而在瘤体组织中

可检测到 CLDN11的表达，说明 CLDN11参与了胰腺癌的发

生及进展。在体外实验中，与具有低神经侵犯能力的人胰腺癌

细胞株 panc-1相比，具有高神经侵犯能力的人胰腺癌细胞株
Capan-2中 CLDN11 mRNA的表达呈现下降趋势；说明在 PNI

进展过程中 CLDN11表达是下调的，或者说是受抑制的。有研

究显示下调 CLDN11的表达，通过增加细胞的运动和侵袭性促

进胃癌的形成[21]。推断在 PNI发生中 CLDN11的下调也同样可

以增加胰腺癌细胞的迁移及侵袭能力，促进 PNI的发生及发

展。本实验在体内动物模型 PNI发生率高的实验组与 PNI发生
率低的实验组相比，其 CLDN11 mRNA的表达也同样呈现下

降趋势，推断 CLDN11对于胰腺癌的进展可能起到抑制作用，

起到阻碍病情的发展的作用。

可以推断出，CLDN11在胰腺癌 PNI的发生及发展中发挥

一定作用。CLDN11其编码蛋白作为中枢神经系统髓鞘的主要

成分，在神经浸润发生中其表达受到抑制，可能增加了神经鞘

膜的通透性，减弱了神经鞘膜对癌细胞侵入的抵抗能力，从而

促进了神经浸润的发生；CLDN11作为紧密连接的主要成员，

也可能通过加强癌细胞间紧密连接的形成，降低了细胞的迁移

及侵袭能力，因此 CLDN11下调时细胞的迁移及侵袭能力增

强，正如本实验中观察到在神经浸润发生率高的肿瘤中

CLDN11的表达下降，但其具体作用机制仍待进一步验证。因

此，CLDN11的下降预示着胰腺癌病情的进展，可以作为胰腺

癌 PNI发生的预警因子，也可作为胰腺癌基因治疗的靶点，本

实验为提高胰腺癌的早期诊断率、改善胰腺癌的预后提供初步

的基础实验依据。
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