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Abstract
AIM: To construct plasmids carrying shRNAs 
targeting the ETS1 gene and to obtain a PANC-1 
cell line stably transfected with the most efficient 
constructed plasmid.

METHODS: Three plasmids carrying shRNAs 
(shRNA-1, shRNA-2, shRNA-3) targeting the 
ETS1 gene were constructed, and the most ef-
ficient one was identified by Western blot and 
then transfected into PANC-1 cell line. The sta-
bly transfected cell line was selected in the pres-
ence of G418. The expression of the ETS1 protein 
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转录因子ETS1 RNA干扰质粒的构建及其稳定转染胰腺癌
细胞株的建立

王钟晗, 王彩莲, 陈 蓉, 周 旻, 陈 岩

®

■背景资料
胰腺癌的发病率
在全球范围内呈
逐年上升趋势, 大
部分患者在确诊
时已失去了接受
根治性手术的机
会, 迫切需要我们
去探索和发现新
的生物标志物预
测胰腺癌治疗疗
效和预后生存, 并
且为胰腺癌治疗
提供一个新的分
子靶点. 

was detected by Western blot.

RESULTS: The plasmids carrying shRNAs were 
successfully constructed. The plasmid carrying 
shRNA-1 had the highest efficiency. The expres-
sion of ETS1 protein in the stably transfected cell 
line was efficiently knocked down.

CONCLUSION: Plasmids carrying shRNAs tar-
geting the ETS1 gene and the stably transfected 
PANC-1 cell line have been successfully con-
structed.

© 2013 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的: 构建针对人转录因子ETS1的RNA干扰
质粒, 鉴定并建立干扰质粒稳定转染的人胰腺
癌PANC-1细胞株. 

方法: 分别构建3条针对ETS1 基因的shRNA
干扰质粒(shRNA-1, shRNA-2, shRNA-3), 并
将其转染至人胰腺癌PANC-1细胞株, 用药物
G418筛选出稳定细胞株, Western blot鉴定稳
转细胞株中ETS1表达量. 

结果: 3条针对ETS1基因的shRNA干扰质粒转
染胰腺癌PANC-1细胞株后, Western blot检测
结果显示干扰质粒1(shRNA-1)具有最佳干扰
效果. 将具有最佳干扰效果的质粒稳定转染人
胰腺癌PANC-1细胞株后, 经Western blot鉴定
相较于对照组稳定细胞株其ETS1表达量明显
降低. 
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■研发前沿
目前对于ETS1在
胰腺癌发生发展
中的作用机制尚
不 清 楚 ,  但 令 人
鼓 舞 的 是 ,  近 来
正逐渐引起国际
重 视 ,  已 有 文 献
证实ETS1在肿瘤
发生、发展和侵
袭转移过程中起
着重要作用.

结论: 成功构建了针对人转录因子E T S1的
RNA干扰质粒, 并建立其稳定转染的人胰腺
癌PANC-1细胞株. 

© 2013年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 胰腺癌; ETS1转录因子; RNA干扰; 稳定转

染; PANC-1

核心提示: 近年来, 国内外针对ETS1和胰腺癌之

间的相关性研究逐渐引起关注, 因此我们设计构

建了针对人转录因子ETS1的RNA干扰质粒, 并将

其转染至胰腺癌PANC-1细胞株, 因为稳定转染的

细胞株相较于瞬时转染的细胞株具有生物学特

性稳定等一系列优点. 
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0  引言

近年来, 胰腺癌的发病率在全球范围内呈逐年

上升趋势, 但其发生发展的机制尚未完全阐明. 
研究显示, 转录因子ETS(v-ets鸟类骨髓成红血

细胞增多症病毒E26致癌基因)家族中的ETS1的
异常表达和多种恶性肿瘤的发生、发展及预后

密切相关, 如乳腺癌、肺癌、白血病[1-3]. 目前已

有文献报道, ETS1在不同的胰腺癌组织中表达

不同, 分化低且预后较差的胰腺癌组织中ETS1
表达量相比于分化高且预后较好的胰腺癌组织

明显升高[4]. 因此, 我们构建出针对ETS1 mRNA
的干扰质粒, 并转染人胰腺癌PANC-1细胞, 筛选

出稳定转染的细胞株, 以进一步研究转录因子

ETS1在胰腺癌的发生发展中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胰腺癌细胞株PANC-1购自中科院上

海细胞库, shRNA干扰质粒由上海吉凯公司构

建并测序, DMEM培养基购自Wisent公司, 胎牛

血清购自美国Gibco公司, Lipo-fectamine 2000购
自Invitrogen公司, G418购自Sigma公司, PVDF膜
购自Roche公司, WB Immobilon ECL发光液购自

Millipore公司, 抗-ETS1抗体购自ABCAM公司, 抗
-GAPDH抗体购自Bioworld公司, HPR标记的二抗

购自Multisciences公司, 其余试剂均为分析纯. 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: PANC-1细胞培养于含50 mL/L

胎牛血清的DMEM培养基中, 并置于含50 mL/L 
CO2, 37 ℃的培养箱中. 细胞按1∶3进行传代, 并
取对数期生长细胞用于实验. 
1.2.2 质粒构建: 由上海吉凯生物公司合成针对

ETS1基因的干扰质粒并对其进行测序. 
1.2.3 细胞转染及Western blot进行有效靶点的

筛选: 转染前24 h取对数期的PANC-1细胞约6
×105个接种于6孔板中, 使转染时的细胞融合

度在90%左右, 转染步骤按照Invitrogen的Lipo-
fectamine 2000说明书严格操作, 取转染质粒2 
mg稀释于500 μL Opti-MEM, 3 μL Lipofectamine 
2000稀释于500 μL Opti-MEM, 两者混匀后静置

20 min, 加入所需要转染的孔中, 3 h后加入500 
μL完全培养基培养, 于转染24 h后观察荧光表达

情况, 并于48 h后收集细胞并提取蛋白, 用West-
ern blot检测目的蛋白的表达情况, 筛选出最有

效的干扰靶点. 
1.2.4 稳定转染细胞株的筛选: 用具有最有效

干扰靶点的质粒转染细胞, 并于48 h后用含600 
mg/L G418的筛选培养基进行筛选, 筛选3 wk后, 
带有绿色荧光表达的阳性克隆形成, 用克隆环

挑取阳性克隆细胞, 并转移至96孔板, 用二倍稀

释法稀释阳性克隆细胞, 直至获得单个细胞, 并
用最适培养基进行培养, 培养4 wk后, 挑选荧光

强度较强的单克隆细胞进行扩大培养. 
1.2.5 Western blot检测ETS1蛋白的表达: 收集足

量的稳定转染的实验组及对照组细胞, 并用PBS
洗2遍, 用适量的细胞裂解液进行裂解并提取蛋

白, 以BCA定量的方法测得上样蛋白的浓度, 并
计算相应的上样体积, 经SDS-PAGE凝胶电泳、

转膜、脱脂奶粉封闭, 4 ℃冰箱孵育一抗(工作

浓度: ETS1 1∶500; GAPDH 1∶5000)12 h以
上, TBST洗去一抗, 10 min×3次, 然后室温孵育

HPR标记的二抗(工作浓度为1∶5000)1 h, 并用

ECL化学发光法进行曝光显影, 以GAPDH作为

内参, 实验均重复3次. 

2  结果

2.1 ETS1 shRNA真核表达质粒构建及鉴定 由上

海吉凯公司合成针对ETS1的3组干扰质粒及一

组对照质粒, 经测序, 质粒构建成功. 将这3个干

扰质粒及对照质粒转染PANC-1细胞, 并于24h后
在荧光显微镜下观察质粒的转染情况(图1). 质
粒所具有的GFP结构可表达绿色荧光蛋白. 荧光

显示转染效率皆可达到50%以上. 转染48 h后提

取蛋白, 并用Western blot检测ETS1的表达情况
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■相关报道
ETS家族在细胞
的多种生物学行
为 如 增 殖 、 分
化、转化、侵袭
和凋亡中都发挥
重要作用 .  此外 , 
ETS家族已经被
证实与一些恶性
肿瘤的发生发展
密切相关, 如前列
腺癌、大肠癌、
肺癌及乳腺癌等.

(图2). 干扰质粒1具有最佳的干扰效果, 后续实

验皆选取此干扰质粒. 
2.2 干扰质粒稳定转染PANC-1细胞及稳定株

ETS1表达量的鉴定 分别将干扰质粒1及对照

质粒转染PANC-1细胞, 并用G418进行筛选, 约
3 wk后形成阳性克隆(图3). 挑取阳性克隆并用

最适培养基进行培养, 培养4 wk后, 挑选荧光强

度较强的单克隆细胞进行扩大培养. 用Western 
blot鉴定, 所获得的干扰质粒稳定转染的细胞株

其ETS1表达水平相较于对照质粒稳定转染的细

胞株明显降低(图4). 

3  讨论

ETS家族首先发现于鸟类白血病病毒E26中, 作
为一类融合基因与v-myb基因及gag基因融合在

一起. 至今为止, 已有超过30个成员被陆续发现. 
ETS转录因子家族具有两个主要的功能域, 转录

激活域和DNA结合域. 这一家族的转录因子一

个共同的特征就是具有一个独特的高度保守的

DNA结合域, 又称ETS域. ETS域是由85个氨基酸

构成, 可以特异性地识别具有GGAA/T核心元素

的DNA序列并与之结合, 从而发挥其转录调控作

用[5,6]. ETS家族的绝大多数成员都是Ras-MAPK
信号通路的核内靶基因, 因此, ETS家族在细胞

的多种生物学行为如增殖、分化、转化、侵袭

和凋亡中都发挥重要作用[7]. 此外, ETS家族已经

图  1  荧光显微镜观察ETS1干扰质粒转染胰腺癌PANC-1细胞后荧光表达情况(×200). A, B: shRNA 1组; C, D: shRNA 2组; E, 

F: shRNA 3组; A, C, E: 白光; B, D, F: 荧光.

E

C

A B

D

F

ETS1

GAPDH

1            2            3            4

图  2  Western blot检测3条干扰质粒转染细胞后ETS1蛋白
表达况. 1: con-shRNA组; 2: shRNA 1组; 3: shRNA 2组; 4: 

shRNA 3组. GAPDH: 内参.
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■创新盘点
目前已有研究通
过s iRNA干扰技
术或腺病毒转染
技术对胰腺癌细
胞株内ETS1表达
进行调控, 并进行
进一步实验检测
下游功能. 本文使
用的质粒转染系
统有别于前两者, 
具有创新性.

被证实与一些恶性肿瘤的发生发展密切相关, 如
前列腺癌、大肠癌、肺癌及乳腺癌等[8,9]. 

ETS1是转录因子ETS家族中最具代表性

的成员之一, 他主要有两种蛋白形式, 一种是51 
kDa分子量大小, 另一种是42 kDa分子量大小. 
分子量为42 kDa的ETS1蛋白相较于分子量为51 
kDa的ETS1蛋白缺乏内含子Ⅶ序列, 而内含子

Ⅶ上具有一个自抑性的调节序列可以调节ETS1
的DNA结合性[10,11]. 除了此种自身调控机制外, 
ETS1的转录活性还受到磷酸化的调节. ETS1的
氨基末端具有一个RAS敏感的苏氨酸38磷酸化

位点, 磷酸化这些残基可以显著增强ETS1的转

录活性; 而内含子Ⅶ的氨基末端具有一个钙敏

感磷酸化位点, 磷酸化这些丝氨酸残基则可以

显著抑制ETS1的转录活性[12-14]. ETS1受磷酸化

修饰后, 将信号传导, 从而调控一系列基因的表

达水平, 包括一些其他的转录因子, 细胞周期调

控基因, 凋亡相关基因以及一些生长因子, 从而

影响细胞的增殖, 凋亡及血管生成等. 近年来, 
一些已经被证实是恶性肿瘤细胞外基质破坏, 
细胞迁移及血管形成的标志如基质金属蛋白酶

(matrix metalloproteinase, MMP)-1、MMP-3、
MMP-9、尿激酶以及血管内皮生长因子及其受

体等, 都被发现是ETS1的下游效应物[15-19], 由此

可见, ETS1在肿瘤的发生、发展及侵袭转移中

都发挥重要作用. 
全球范围内胰腺癌的发病率呈逐年上升趋

势, 由于缺乏有效的早期诊断手段及治疗方法, 
患者的预后极差, 中位生存期为3-4 mo. 分子靶

向治疗已经成为现在及未来肿瘤治疗的主要方

法之一, 因此, 寻找胰腺癌的早期诊断的分子

标志物及分子靶向治疗靶点具有重要意义[20,21]. 
ETS1在胚胎发育时参与胰腺的形成, 但在正常

的胰腺组织中不表达或仅轻度表达, 而胚胎发

育和肿瘤发生又有着密切关系, 从而我们推测

ETS1在胰腺癌的发生发展中都具有重要作用[22]. 
体外研究表明, ETS1在胰腺癌组织中呈高表达, 
提示ETS1可能与胰腺癌的发生密切相关[23-25], 我
们前期研究中也检测了胰腺癌组织与癌旁胰腺

组织中ETS1表达, 结果表明ETS1在胰腺癌组织

中明显高于癌旁胰腺组织[26]. 本课题组前期实验

对ETS1的表达与急性髓性白血病患者临床预后

图  3  对照组及实验组经G418筛选3 wk后形成的阳性克隆在常规显微镜及荧光显微镜下观察结果(×200). A, B: shRNA 1 

clone; C, D: con shRNA clone; A,C: 白光; B, D: 绿色荧光.

C

A B

D

ETS1

GAPDH

1            2            3            4

图  4  Western blot检测对照质粒和干扰质粒稳转的细胞
系中ETS1表达情况. 1: shRNA1 clone1; 2: control clone1; 3: 

shRNA1 clone2; 4: control clone2. GAPDH: 内参.
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进行了相关性分析研究, 结果提示ETS1和急性

髓性白血病患者的临床预后密切相关. 
近年来, 国内外针对ETS1和胰腺癌之间的

相关性研究逐渐引起关注, 因此我们设计构建

了针对人转录因子ETS1的RNA干扰质粒, 并将

其转染至胰腺癌PANC-1细胞株. 由于稳定转染

的细胞株相较于瞬时转染的细胞株具有生物学

特性稳定等一系列优点, 我们用药物G418加压

筛选出稳定转染的胰腺癌PANC-1细胞株, 并用

Western blot反复鉴定, 筛选出具有最佳敲除效

果的细胞株两支, 从而为进一步研究ETS1与胰

腺癌发生发展之间的相关性研究奠定实验基础. 
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在胰腺癌发生发
展中具有重要的
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明. 作者的研究结
果为后续实验奠
定了良好的基础.
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■同行评价
本文的研究结果
为后续实验奠定
了良好的基础, 具
有一定指导意义.
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                                                                                                                                • 消息 •

《世界华人消化杂志》 再次入选 《中文核心期刊要目总览》  
(  2011 年版 )

本刊讯 依据文献计量学的原理和方法, 经研究人员对相关文献的检索、计算和分析, 以及学科专家评审, 《世

界华人消化杂志》再次入选《中文核心期刊要目总览》2011年版(即第六版)核心期刊. 

对于核心期刊的评价仍采用定量评价和定性评审相结合的方法. 定量评价指标体系采用了被索量、被摘

量、被引量、他引量、被摘率、影响因子、被国内外重要检索工具收录、基金论文比、Web下载量等9个评

价指标, 选作评价指标统计源的数据库及文摘刊物达到60余种, 统计到的文献数量共计221177余万篇次, 涉及

期刊14400余种. 参加核心期刊评审的学科专家达8200多位. 经过定量筛选和专家定性评审, 从我国正在出版的

中文期刊中评选出1982种核心期刊. 

《世界华人消化杂志》在编委、作者和读者的支持下, 期刊学术水平稳步提升, 编校质量稳定, 再次被

北京大学图书馆《中文核心期刊要目总览》(2011年版)收录. 在此, 向关心、支持《世界华人消化杂志》的编

委、作者和读者, 表示衷心的感谢! (《世界华人消化杂志》编辑部). 


