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基于TCGA、CPTAC、GEO数据库生物信息学分析RCN2在
胰腺导管腺癌肿瘤微环境中的作用及表达验证
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摘  要：目的 基于TCGA、CPTAC及GEO数据库的多组学数据信息，系统分析Reticulocalbin-2（RCN2）在胰腺导管腺癌

（PDAC）中的表达特征、预后价值及其在肿瘤微环境中的潜在作用，并进行临床样本及体外实验验证。方法 整合TCGA、

CPTAC及GEO数据库的转录组、蛋白组及临床数据，分析RCN2在PDAC中的表达差异及其与患者生存结局和治疗反应

的关系。结合空间转录组及单细胞转录组数据，解析RCN2的空间分布及细胞类型特异性表达特征，并基于CellChat方法

评估RCN2阳性成纤维细胞的细胞通讯特征。收集2020~2024年阜阳师范大学附属第二医院经病理确诊的8对PDAC组

织及其对应癌旁正常组织，采用实时荧光定量PCR、Western blot及免疫组化检测RCN2的表达水平。此外，在PANC1细胞

中采用 siRNA敲低RCN2，检测其对细胞增殖、克隆及迁移能力的影响。结果 RCN2在PDAC肿瘤组织中表达显著高于

正常组织。高RCN2表达与总体生存期、疾病特异性生存期及无进展间期缩短显著相关，并与免疫治疗应答差异相关。空

间转录组及单细胞分析显示，RCN2在肿瘤恶性区域显著富集，主要表达于肿瘤细胞及成纤维细胞。细胞通讯分析表明，

RCN2阳性成纤维细胞与肿瘤细胞之间的通讯显著增强。临床样本验证结果显示，qRT-PCR、Western blot及免疫组化分

析均证实RCN2在PDAC肿瘤组织中显著高于癌旁正常组织（t=2.951、2.992、2.656，均P<0.05）。功能实验结果表明，敲低

RCN2可显著抑制PANC1细胞的增殖、克隆及迁移能力（Si1：t=6.325、4.982、6.415；Si2：t=4.411、6.208、6.394，均P<0.05）。

结论 RCN2在PDAC中显著高表达，与不良预后及治疗反应密切相关，可能通过调控肿瘤相关成纤维细胞介导的细胞通

讯参与肿瘤微环境重塑。
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Abstract: Objective  To systematically investigate the expression pattern, prognostic value, and potential role of Reticulocal-
bin-2 (RCN2) in the tumor microenvironment of pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) based on multi-omics data from 
TCGA, CPTAC, and GEO databases, and to validate the findings using clinical samples and in vitro experiments. Methods  Tran-
scriptomic, proteomic, and clinical data from TCGA, CPTAC, and GEO databases were integrated to analyze the differential ex-
pression of RCN2 in PDAC and its associations with survival outcomes and therapeutic response. Spatial transcriptomic and sin-
gle-cell RNA sequencing datasets were used to characterize the spatial distribution and cell type-specific expression of RCN2. 
Cell-cell communication patterns of RCN2-positive fibroblasts were evaluated using CellChat analysis. Eight paired PDAC tumor 
tissues and adjacent normal tissues collected between 2020 and 2024 were analyzed by qRT-PCR, Western blotting, and immuno-
histochemistry to validate RCN2 expression. In addition, siRNA-mediated knockdown of RCN2 in PANC1 cells was performed 
to assess its effects on cell proliferation, colony formation, and migration. Results  RCN2 expression was significantly higher in 
PDAC tissues than in normal tissues. Elevated RCN2 expression was significantly associated with shorter overall survival, dis-
ease-specific survival, and progression-free interval, and correlated with differences in immunotherapy response. Spatial and sin-
gle-cell analyses showed that RCN2 was enriched in malignant regions and predominantly expressed in tumor cells and fibro-
blasts. Cell-cell communication analysis indicated significantly enhanced interactions between RCN2-positive fibroblasts 
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and tumor cells. Validation in clinical samples confirmed that RCN2 expression was significantly higher in PDAC tissues than in 
adjacent normal tissues as determined by qRT-PCR, Western blotting, and immunohistochemistry (t=2.951, 2.992, and 2.656, re-
spectively; all P< 0.05). Functional assays demonstrated that RCN2 knockdown significantly inhibited proliferation, colony for-
mation, and migration of PANC1 cells (Si1:t=6.325, 4.982, 6.415; Si2:t=4.411, 6.208, 6.394; all P < 0.05). Conclusions  RCN2 is 
significantly upregulated in PDAC and is closely associated with poor prognosis and therapeutic response. It may participate in 
tumor microenvironment remodeling by regulating fibroblast-mediated intercellular communication. RCN2 may serve as a poten-
tial prognostic biomarker and therapeutic target for PDAC.

Keywords：pancreatic ductal adenocarcinoma; Reciculocalbin 2; tumor microenvironment; cancer-associated 
fibroblasts

胰 腺 导 管 腺 癌（pancreatic ductal adenocarcino-
ma，PDAC）是消化系统恶性程度最高的肿瘤之一，

具有起病隐匿、侵袭性强、易转移及治疗耐受性高

等特点，其 5 年生存率长期低于 10%，严重影响患者

的生存质量 [1-2]。尽管近年来手术、化疗及免疫治疗

等手段不断发展，但总体疗效改善有限 [3]，提示仅从

肿瘤细胞自身出发难以充分阐释 PDAC 的高度恶性

生物学行为 [4]。越来越多研究表明，PDAC 的发生发

展不仅依赖肿瘤细胞的遗传异常，还与高度复杂的

肿瘤微环境（tumor microenvironment，TME）密切相

关 [5]。显著的基质反应是 PDAC 最核心的组织学特

征之一，其中肿瘤相关成纤维细胞（cancer-associated 
fibroblasts，CAFs）及其分泌的大量细胞外基质构成

致密的肿瘤间质屏障 [6]。CAFs不仅限制药物和免疫

细胞渗透，还可通过分泌多种细胞因子和生长因子，

与肿瘤细胞、免疫细胞形成复杂的相互作用网络，进

而促进肿瘤进展及免疫逃逸 [7-9]。因此，解析 CAFs 的

分子特征及其在 PDAC 微环境中的功能，对深入阐

明 PDAC 恶性进展机制具有重要意义。

Reticulocalbin 2（RCN2）是定位于内质网腔内的

钙结合蛋白，属于CREC蛋白家族，参与钙稳态调控、

蛋白折叠及内质网应激反应等生理过程 [10]。近年来研

究发现，RCN2在肝细胞癌、结直肠癌及食管鳞状细

胞癌等多种恶性肿瘤中异常高表达，且与肿瘤细胞增

殖、侵袭转移、耐药性及不良预后密切相关[11-14]。然而，

RCN2在PDAC中的表达特征、肿瘤微环境中的细胞

来源及潜在功能尚缺乏系统研究，其是否参与CAFs
介导的细胞通讯及免疫调控仍不明确。单细胞转录

组和空间转录组技术为解析肿瘤组织中不同细胞类

型的异质性及空间分布提供了新手段 [15-16]。基于此，

本研究整合TCGA、CPTAC及GEO等公共数据库信

息，结合空间转录组、单细胞转录组、细胞通讯分析

及临床样本的分子与组织学验证，系统探讨RCN2在

PDAC中的表达特征、临床预后价值及肿瘤微环境调

控作用，为PDAC的预后评估及靶向治疗提供新的理

论依据。

1 材料与方法

1.1 研究对象 收集阜阳师范大学附属第二医院

2020 年 ~2024 年 8 对经病理确诊的 PDAC 组织及其

配对癌旁正常组织。所有样本手术切除后均分为 2
份：1 份置于液氮中保存，用于 RNA 及蛋白提取；另

1 份经多聚甲醛固定，用于免疫组化检测。所有样

本均经临床及病理确诊为 PDAC，研究已获得患者

知情同意，并经阜阳师范大学附属第二医院伦理委

员会批准（批号 20261002）。胰腺癌细胞系 PANC1 购

自赛维尔公司，采用含 10%（v/v）胎牛血清、100IU/
ml 青霉素及 100 µg/ml 链霉素的 DMEM 培养基，于

37℃、5%（v/v）CO2 恒温孵箱中常规培养。

1.2 仪器与试剂 PANC1 细 胞、PrimeScript™ RT
试剂盒、SYBR Green qPCR试剂盒、凝胶成像系统（武

汉赛维尔公司），TRIzol RNA 提取试剂（美国 Invitro-
gen 公司），Lipo 8000 转染试剂、BCA 蛋白浓度检测

试剂盒、RIPA 蛋白裂解液、蛋白酶抑制剂、ECL 化学

发光检测试剂盒及 DAB 显色试剂盒（上海碧云天公

司），RCN2 抗体、GAPDH 抗体、α-SMA 抗体及 HRP
标记二抗、FITC/Cy3 标记荧光二抗（武汉三鹰公司），

PVDF 膜及 SDS-PAGE 凝胶制备试剂（美国 Millipore
公司）；NanoDrop 2000 超微量分光光度计（美国 Ther-
mo Fisher Scientific 公司），实时荧光定量 PCR 仪（美

国 Bio-Rad 公司），荧光显微镜和普通光学显微镜（日

本 Olympus 公司）。

1.3 方法

1.3.1  公共数据库获取：从 TCGA 数据库及 GTEx
数据库获取 PDAC 转录组数据（RNA-seq）及对应临

床信息，进行统一标准化处理；基因表达量以 TPM
（Transcripts Per Million）格 式 表 示，并 统 一 转 换 为

log2(TPM+1) 用于后续分析。利用 CPTAC 数据库中

的 PDAC 蛋白组数据，评估 RCN2 在蛋白水平的表

达差异；以 GEO 数据库中 GSE62452 数据集作为外

部验证队列。PDAC 空间转录组数据来源于 GEO 数

据库（GSE203612，样本编号 GSM6177618），单细胞

转录组数据来源于 GEO 数据库（GSE165399）。

1.3.2  空间转录组分析：采用 R 软件对空间转录组原

始数据进行处理分析。首先进行质量控制，剔除检

测基因数过低或线粒体基因比例过高的低质量 spot；
随后对表达矩阵进行归一化及 log 标准化转换，采
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用 Cottrazm 包解析肿瘤组织中连接恶性区域与非恶

性区域的边界区域，将切片中 spot 划分为恶性区域

（malignant）、混合区域（mixed）及正常区域（normal），

比较不同空间区域中 RCN2 的平均表达水平。基于

已知细胞标志基因进行细胞类型注释，主要包括肿

瘤细胞、成纤维细胞、内皮细胞、上皮细胞及多种免

疫细胞（CD4+T 细胞、CD8+T 细胞、NK 细胞、B 细胞、

浆细胞、树突状细胞）。

1.3.3  单细胞转录组解析：采用 R 软件对 GSE165399
单细胞转录组原始数据进行标准流程分析。先进行

质量控制，过滤检测基因数过低或线粒体基因比例

过高的低质量细胞；对筛选后的数据进行归一化、尺

度化处理，通过主成分分析（PCA）降维，选取显著主

成分用于 UMAP 降维可视化。基于已知细胞类型特

异性标志基因对细胞簇进行注释，明确各细胞亚群

的生物学属性。通过 UMAP 投影及分组比较，评估

RCN2 在不同细胞类型中的表达分布；采用非参数

检验分析不同细胞类型中 RCN2 平均表达水平的差

异。根据 RCN2 表达情况将细胞分为 RCN2 阳性与阴

性细胞，比较不同细胞类型中两类细胞的比例分布。

1.3.4  细胞通讯分析：采用 CellChat包对处理后的单

细胞数据进行细胞通讯分析，通过解析细胞中已知

配体 - 受体对的表达模式，预测不同细胞类型间的潜

在通讯信号。利用 ggplot2 包对生成的细胞通讯网络

进行可视化，以节点代表细胞类型，以边的粗细表示

通讯信号强度。

1.3.5  生存分析：从 TCGA 数据库中提取经统一整理

及质量控制的患者总体生存（overall survival，OS）、

疾病特异性生存（disease-specific survival，DSS）及无

进展间期（progression-free interval，PFI）等临床结局

指标。依据 TCGA-PDAC 队列中 RCN2 的中位表达

水平，将患者分为 RCN2 高表达组与低表达组；采用

Kaplan-Meier 法估计不同表达组患者的生存结局，

通过 Log-rank 检验比较组间生存差异。构建单因素

Cox 比例风险回归模型，计算风险比（hazard ratio，

HR）及其 95%CI，评估 RCN2 表达水平与患者生存结

局的相关性。

1.3.6  免疫治疗反应分析：基于TCGA-PDAC队列的

转录组测序数据（RNA-seq，FPKM格式）及对应临床

随访信息，采用计算预测方法评估肿瘤对免疫治疗

的潜在反应。由于该队列缺乏接受免疫检查点抑制剂

（ICI）治疗的真实临床响应数据，本研究通过计算肿瘤

免疫功能障碍和排斥（Tumor Immune Dysfunction and 
Exclusion，TIDE）评分，预测肿瘤免疫逃逸状态及免

疫治疗响应可能性 [17]。根据实体瘤疗效评价标准，将

患者分为完全缓解 / 反应（CR）、部分缓解 / 反应（PR）、

疾病稳定（SD）及疾病进展（PD）四组，比较不同治疗

反应组中 RCN2 的表达水平，评估其对治疗疗效的

预测价值。

1.3.7  组织RNA提取和实时荧光定量PCR：组织样本

经Trizol试剂匀浆处理后，通过氯仿分相、异丙醇沉淀

和75%（v/v）乙醇洗涤提取总RNA，浓度通过NanoDrop
光谱仪检测。提取的RNA进行逆转录合成cDNA，采

用 实 时 荧 光 定 量PCR方 法 检 测RCN2。qPCR反 应

体系为20μl，反应条件为95℃ 30s，95℃ 15s，60℃ 
10s，72℃ 30s，循环40次。数据通过ΔΔCt法计算相

对表达量，以内参基因GAPDH校正。RCN2引物为：

5’-TGGACTCAGATGGCTTTCTCA-3’ 和 5’-GACCT 
GAATCCTGGTTAGCTTTT-3’；GAPDH引物为：5’-GGA 
GCGAGATCCCTCCAAAAT-3’和5’-GGCTGTTGTCAT-
ACTTCTCATGG-3’（上海生工生物工程）。

1.3.8  Western blot 实验：取液氮保存的肿瘤组织及配

对癌旁组织，加入预冷 RIPA 裂解液并补加蛋白酶抑

制剂，冰上充分匀浆裂解后，4℃、11 583r/min 离心

15min，取上清获得总蛋白。采用 BCA 法测定蛋白浓

度，加入 5× 上样缓冲液后 95℃变性 5 min。样品经

SDS-PAGE 电泳分离后转膜至 PVDF 膜，以 5g/dl 脱

脂奶粉室温封闭 1h，加入一抗 4 ℃孵育过夜；次日用

TBST 洗膜 3 次，加入 HRP 标记二抗室温孵 1h，再次

洗膜后采用 ECL 化学发光试剂显影，通过凝胶成像

系统采集条带信号。采用 ImageJ 软件对条带灰度值

进行定量分析，以 RCN2/GAPDH 灰度比值表示目标

蛋白表达量，用于组间比较。

1.3.9  免疫组化染色：组织样本经多聚甲醛固定、石

蜡包埋后，切成4µm厚切片；经二甲苯及梯度乙醇脱

蜡、水化后，在柠檬酸钠缓冲液中进行抗原修复。采用

3%（v/v）过氧化氢溶液阻断内源性过氧化物酶活性，

5g/dl BSA封闭以减少非特异性结合；切片4℃孵育特

异性一抗过夜，次日孵育二抗及ABC复合物，DAB
溶液显色，苏木精复染细胞核；切片经脱水、透明处

理后封片，由两位高年资医师在显微镜下阅片评分。

1.3.10  组织免疫荧光染色：组织切片经柠檬酸钠缓

冲液修复后，用 3%（v/v）过氧化氢溶液阻断内源性过

氧化物酶活性，5g/dl BSA 封闭以减少非特异性结合；

切片 4℃孵育一抗（抗 RCN2 抗体、抗 α-SMA 抗体）

过夜，次日经 PBS 充分洗涤后，分别孵育荧光标记二

抗（抗兔二抗标记 FITC、抗鼠二抗标记 Cy3），DAPI
复染细胞核。切片经抗荧光淬灭封片剂封片后，采用

荧光显微镜观察成像；通过 ImageJ 软件定量分析荧

光图像，计算 α-SMA 阳性细胞比例，比较 RCN2 高

表达组与低表达组的差异。

1.3.11  细胞转染：将PANC1细胞接种于6孔板，待细

胞融合度达60%~70%时，采用Lipo 8000转染试剂按说

明书进行转染。将RCN2特异性siRNA（Si1、Si2）及阴性
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对照siRNA（NC）分别与转染试剂混合后加入细胞，转

染6h后更换为完全培养基继续培养；转染48h后收集

细胞，用于后续qRT-PCR、Western blot及功能实验。

1.3.12  克隆形成实验：细胞转染 24h 后，将 PANC1
细胞以每孔约500 个的密度接种于6 孔板，常规培养

10~14 天，每 2~3 天更换一次培养基。克隆形成后，弃

去培养基，4g/dl 多聚甲醛固定 15min，0.1g/dl 结晶紫

染色；清水洗涤后拍照记录，将直径≥50 个细胞的

克隆定义为有效克隆，进行计数分析。

1.3.13  细胞迁移实验：采用Transwell小室进行细胞迁

移实验。细胞转染48h后，将PANC1细胞消化并重悬

于无血清培养基中，取约2×104 个细胞加入上室，下

室加入含10%（v/v）胎牛血清的培养基作为趋化因子。

培养24h后，棉签轻轻擦去上室未迁移细胞，迁移至下

膜表面的细胞经4g/dl多聚甲醛固定并结晶紫染色。随

机选取多个视野在显微镜下计数迁移细胞数量。

1.4 统计学分析 数据分析采用 R 软件（版本 4.0）
和 GraphPad Prism（版本 9.5）进行。计量数据以均数

± 标准差（x±s）表示。PDAC 肿瘤组织与配对癌旁

正常组织中 RCN2 表达差异采用配对 t 检验进行分

析；非配对样本两组之间使用 Mann-Whitney U 检验

或独立样本 t 检验，两组以上使用 Kruskal-Wallis 检

验或 Wilcoxon 秩和检验进行比较，P<0.05 为差异具

有统计学意义。

2. 结果

2.1 RCN2的表达特征及其与PDAC临床结局的相

关性分析 TCGA-PDAC队列分析显示，PDAC肿瘤

组织中RCN2的RNA表达水平显著高于正常胰腺组

织（U=1 304，P<0.001），见 图 1A；CPTAC-PDAC 蛋 白

组数据证实，RCN2蛋白在肿瘤组织中表达显著升高

（U=5 602，P<0.001），见图1B；GEO数据库GSE62452
数据集分析亦显示，RCN2在PDAC组织中显著高表

达（U=3 320，P=0.004），见图1C。以TCGA-PDAC队列

中RCN2中位表达水平为界，将患者分为高表达组与

低表达组，Kaplan-Meier生存分析显示，RCN2高表

达患者的OS显著短于低表达患者（HR=1.57，95%CI: 
1.03~2.39，P=0.035），见图1D；此外，RCN2高表达还

与较差的DSS（HR=1.86，95%CI: 1.15~2.99，P=0.011），

及PFI（HR=1.54，95%CI:1.03~2.31，P=0.034）显著相关，

见图1E、图1F。基于PDAC免疫治疗队列的治疗反应

分组分析显示，不同治疗反应组间RCN2表达水平存

在显著差异，其中疾病进展（PD）患者RCN2表达水平

较高，完全缓解 /反应（CR）患者RCN2表达水平较低

（H=8.7，P=0.034），见图1G。

A：TCGA-PDAC队列中RCN2在PDAC肿瘤组织与正常组织中的表达差异；B：CPTAC蛋白组数据中RCN2在PDAC肿瘤组织与正常组织中的

蛋白表达差异；C：GEO数据集GSE62452中RCN2在PDAC肿瘤组织与正常组织中的表达差异；D~F：Kaplan-Meier生存分析显示RCN2高表达患者

的总体生存、疾病特异性生存及无进展间期显著低于低表达患者；G：基于PDAC免疫治疗队列不同首次治疗反应分组中RCN2表达水平的比较。

图 1 RCN2 在 PDAC 中的表达特征及其临床意义
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2.2 RCN2 在 PDAC 空 间 转 录 组 中 的 区 域 特 异

性表达模式分析 基 于 PDAC 空 间 转 录 组 数 据

（GSE203612-GSM6177618）的分析显示，RCN2 在肿

瘤细胞和成纤维细胞富集区域呈明显高表达，在免

疫细胞及上皮细胞区域表达相对较低；且 RCN2 在

恶性区域的平均表达水平显著高于混合区域及正常

区域（Z=4.964 1、7.823 9）；混合区域高于正常区域

（Z=2.872 0），差异均具有统计学意义（均 P<0.01），提

示 RCN2 表达具有明显的空间区域特异性。

2.3 基于单细胞转录组的RCN2细胞类型特异性表

达分析 对 PDAC 单细胞转录组数据集 GSE165399
进行系统分析，经质量控制、降维及细胞注释后，

UMAP 结果显示该数据集主要包含腺泡细胞（Aci-

nar）、导管细胞（Ductal）、肿瘤细胞（Malignant）、成纤

维细胞（Fibroblast）、内皮细胞（Endothelial）、单核 / 巨

噬 细 胞（Mono/Macro）、浆 细 胞（Plasma）、B 细 胞、星

状细胞（Stellate）及增殖型 T 细胞（Tprolif）等细胞亚

群。定量分析显示，RCN2 在成纤维细胞和肿瘤细胞

中表达显著升高，明显高于其他细胞类型（H=32.3，

P<0.001），见 图 2A；进 一 步 分 析 不 同 细 胞 类 型 中

RCN2 阳性与阴性细胞的比例发现，成纤维细胞和

肿瘤细胞中 RCN2 阳性细胞比例显著高于其他细胞

类型，而免疫细胞及正常上皮相关细胞中 RCN2 阳

性细胞比例较低，见图 2B。上述结果表明，RCN2 主

要来源于肿瘤细胞及成纤维细胞，提示其可能参与

PDAC 肿瘤细胞功能调控及肿瘤微环境重塑。

A：不同细胞类型中 RCN2 平均表达水平的比较，RCN2 在成纤维细胞和肿瘤细胞中表达显著升高；B：不同细胞类型中 RCN2 阳性与阴性细

胞比例的分布情况，成纤维细胞和肿瘤细胞中 RCN2 阳性细胞比例较高。

图 2 单细胞转录组解析 RCN2 在 PDAC 不同细胞类型中的表达特征

2.4 RCN2阳性成纤维细胞在PDAC中呈现增强的

细胞通讯特征 根据RCN2表达水平，将GSE165399
中的成纤维细胞分为RCN2阳性（RCN2+ fibroblast）和

RCN2阴性（RCN2- fibroblast）两类，比较其与其他细胞

类型的通讯特征。细胞通讯强度分析显示，与RCN2- 

fibroblast相比，RCN2+ fibroblast的外向（outgoing）和内

向（incoming）通讯强度显著更高，参与的细胞通讯数

量亦明显增加，见图3A；通讯网络可视化分析表明，

RCN2+ fibroblast与肿瘤细胞之间的通讯信号强度显

著增强，见图3B；而RCN2- fibroblast与肿瘤细胞的通

讯强度明显减弱。组织水平多重免疫荧光染色验证显

示，RCN2高表达组中以α-SMA标记的成纤维细胞

比例显著高于低表达组（t=-4.52，P<0.01），见图3C，进

一步证实RCN2高表达与成纤维细胞富集密切相关。
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A：细胞通讯分析散点图，显示 RCN2 阳性成纤维细胞具有较高的通讯活性；B：RCN2 阳性与阴性成纤维细胞的通讯网络比较，显示 RCN2
阳性成纤维细胞与肿瘤细胞之间的通讯增强；C：PDAC组织中RCN2低表达组与高表达组的多重免疫荧光染色及α-SMA阳性细胞比例定量分析。

图 3 RCN2 阳性成纤维细胞的细胞通讯特征及其与肿瘤基质的关系

2.5 RCN2在PDAC组织中的表达验证 实 时 荧

光定量 PCR 结果显示，PDAC 肿瘤组织中 RCN2 的

mRNA 表达水平显著高于正常胰腺组织（t=2.951，

P<0.05），见 图 4A；Western blot 结 果 进 一 步 证 实，

肿瘤组织中 RCN2 蛋白表达显著高于配对正常组

织（t=2.992，P<0.05），见图 4B。免疫组化染色显示，

RCN2 在 PDAC 肿瘤组织中呈强阳性染色，而在癌旁

正常组织中染色较弱；H-score 定量分析表明，PDAC
组织中 RCN2 表达水平显著高于正常组织（t=2.656，

P<0.05），见图 4C。相关性分析显示，RCN2 的 H-score
与患者 CA19-9 水平呈正相关（r=0.752，P=0.031），见

图 4D。上述结果从 mRNA、蛋白及组织水平，一致验

证了 RCN2 在 PDAC 中显著高表达的特征。

A：8 对 PDAC 肿瘤组织及癌旁正常组织中RCN2 的 mRNA 表达水平，采用实时荧光定量PCR 检测；B：8 对 PDAC 肿瘤组织及癌旁正常组织

中 RCN2 的蛋白表达水平，采用Western blot 检测并进行灰度值定量分析；C：8 对 PDAC 肿瘤组织及癌旁正常组织中RCN2 的免疫组化染色结果及

H-score 定量分析；D：CA19-9 与免疫组化评分的相关性分析（* 表示 P<0.05）。

图 4 RCN2 在 PDAC 组织中的表达验证
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2.6 RCN2敲低抑制PANC-1细胞的增殖、克隆及

迁移能力 以 PANC1 细胞为模型，采用两条特异性

siRNA（Si1、Si2）干扰 RCN2 表达，qRT-PCR 结果显

示，与阴性对照组（NC）相比，Si1 和 Si2 均能显著降

低 PANC1 细胞中 RCN2 的 mRNA 表达水平（t=11.81、

10.36，均 P<0.001），见图 5A；Western blot 结果进一

步证实，Si1 和 Si2 组 RCN2 蛋白表达明显下调，见

图 5B，提示干扰效率良好。功能实验显示，与 NC 组

相比，RCN2 敲低后 PANC-1 细胞的增殖能力显著受

抑（t=6.325、4.411），见图 5C；克隆形成数明显减少

（t=4.982、6.208），见图 5D；迁移细胞数量显著减少

（t=6.415、6.394），见图 5E。差异均具有统计学意义（均

P<0.05），表明 RCN2 可促进胰腺癌细胞的增殖、克隆

形成及迁移。

A：实时荧光定量 PCR 检测 RCN2 在 PANC-1 细胞中敲低后的 mRNA 表达水平；B：Western blot 检测 RCN2 蛋白表达水平，GAPDH 作为内参。

C：CCK-8 实验检测 RCN2 敲低对 PANC-1 细胞增殖能力的影响；D：克隆形成实验及其定量分析，评估 RCN2 敲低对 PANC-1 细胞克隆形成能力的

影响；E：Transwell 迁移实验及其定量分析，评估 RCN2 敲低对 PANC-1 细胞迁移能力的影响，NC 为阴性对照组，Si1 和 Si2 为两条不同的 RCN2 特

异性 siRNA 干扰组。（* 表示 P<0.05，** 表示 P<0.01，*** 表示 P<0.001）

图 5 RCN2 敲低抑制 PANC-1 细胞的增殖、克隆形成及迁移能力

3 讨论

PDAC 的高度侵袭性与治疗耐受已被公认为由

肿瘤细胞内在致癌信号与复杂肿瘤微环境共同驱

动，其中以成纤维细胞为核心的基质系统在肿瘤进

展与免疫逃逸中发挥关键作用 [18-19]。本研究发现，

RCN2 在多个独立 PDAC 队列中均稳定高表达，并与

患者不良预后及治疗反应显著相关，提示 RCN2 并

非肿瘤发生发展的伴随分子，而是参与调控 PDAC
恶性生物学行为的重要功能分子。

既往 RCN2 相关研究多聚焦于其在肿瘤细胞中

的促癌功能，例如通过 EGFR-ERK 通路促进增殖、

侵袭与耐药 [20]，但此类研究多基于组织水平转录组

或体外细胞模型，未能阐明 RCN2 在肿瘤组织中的

真实细胞来源，也未揭示其与微环境细胞的内在联

系。本研究借助空间转录组与单细胞转录组联合分

析，在 PDAC 中系统揭示 RCN2 具有显著的区域特

异性与细胞特异性表达特征：RCN2 并非在组织中平

均分布，而是主要富集于肿瘤恶性区域，并在细胞水

平上高度限定于肿瘤细胞与成纤维细胞。这一分布

模式与 PDAC 致密基质重塑的病理特征高度吻合，

为 RCN2 参与肿瘤基质之间的相互作用提供了空间

与细胞学依据。

RCN2是内质网腔钙结合蛋白，参与维持钙稳

态、蛋白折叠与内质网应激反应。在 DAC高代谢、高

分泌、缺氧应激的微环境中，肿瘤细胞对线粒体 -内

质网介导的应激适应与稳态维持具有高度依赖性 [21]。

RCN2 高表达可能通过增强内质网应激缓冲能力、维

持蛋白合成与分泌功能，提升肿瘤细胞在恶劣微环

境中的存活与适应能力，进而推动肿瘤进展。细胞通

讯分析显示，RCN2 阳性成纤维细胞具有更强的信



141现代检验医学杂志　第 41 卷　第 5 期　2026 年 9 月　J Mod Lab Med, Vol. 41, No. 5, Sept. 2026

号收发能力，与肿瘤细胞之间的细胞互作更为活跃；

组织学结果进一步证实，RCN2高表达的肿瘤组织中

α-SMA 阳性成纤维细胞比例显著升高。现有研究表

明，PDAC中成纤维细胞存在功能异质性，与肿瘤基

质致密化、胶原沉积及免疫抑制密切相关 [22-23]。有研究

提示，MFAP5 高表达的成纤维细胞可通过 MFAP5/
RCN2/ERK/STAT1 轴调控透明质酸合成与趋化因子

分泌，进而重塑基质与免疫微环境 [24-25]。结合本研究

结果提示，RCN2 可能标记一类功能高度活化、具备

强基质重塑能力的成纤维细胞亚型，并通过强化肿

瘤基质直接的通讯促进 PDAC 进展。

除在成纤维细胞中发挥作用外，RCN2在肿瘤细

胞中的高表达同样具有重要功能意义。作为内质网

钙结合蛋白，RCN2可广泛影响肿瘤细胞分泌谱、膜

受体成熟与应激适应能力；同时，内质网应激与钙稳

态失衡可直接调控肿瘤免疫原性与治疗响应 [26-27]，这

提示 RCN2 还可能通过改变肿瘤细胞内在的应激状

态，间接调控基质重塑与免疫逃逸。本研究体外功能

实验显示，干扰 RCN2 的表达可显著抑制胰腺癌细

胞增殖、克隆与迁移能力，从细胞功能层面支持了

RCN2 的促癌作用。

在转化价值方面，RCN2 在多队列中稳定高表

达、与预后及治疗反应相关，并在临床样本中获得

mRNA、蛋白及组织学水平的一致验证，具备成为

PDAC 预后标志物的潜力；同时，RCN2 与成纤维细

胞活化及细胞通讯增强密切相关，使其成为靶向肿

瘤微环境的潜在干预靶点。但本研究存在以下不足：

临床样本量较小；免疫治疗预测基于算法评分与外

部队列，缺乏本队列 ICI 治疗真实疗效数据；未在免

疫细胞层面开展机制干预，也缺少体内动物模型验

证。未来可扩大前瞻性临床队列，结合免疫细胞模

型，深入阐明 RCN2 在成纤维细胞活化、基质重塑

及免疫调控中的因果机制，并进一步探索其在患者

分层与联合治疗中的应用价值。
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