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HSP27 特异性 shRNA 表达载体的构建及在耐吉西他滨人胰腺癌细胞株

SW1990/Gem 中的表达 *
张 松 陈 敏 黄淑玲 许春红 王 军 徐桂芳 邹晓平△

(南京大学医学院附属鼓楼医院消化科 江苏 南京 210008）

摘要 目的：构建 HSP27 基因的短发夹 RNA (short hairpin RNA，shRNA) 真核表达载体及观察其在耐吉西他滨人胰腺癌细胞株

SW1990/Gem 中的表达，为进一步探索肿瘤的基因治疗打下前期基础。方法：参考文献及 shRNA 设计原则，设计并合成 2 条能转

录 shRNA 的 DNA 序列，退火连接后，插入含绿色荧光蛋白（green fluorescence protein，GFP）基因和 U6 启动子的真核表达载体

pRNAT-U6.3 中，构建重组载体 pRNAT-shHSP27。重组载体经鉴定后转染 SW1990/Gem，倒置荧光显微镜观察转染情况，

RT-PCR、Western Blot 从 mRNA 及蛋白水平探讨转染对耐吉西他滨人胰腺癌细胞株 SW1990/Gem 的影响。结果：成功构建了针

对 HSP27 基因的 shRNA 表达载体。倒置荧光显微镜下显示转染 48h 后 SW1990/Gem 细胞内存在 GFP 表达。RT-PCR、Western
Blot 结果提示转染后 HSP27 的 mRNA 及蛋白表达水平较对照组有明显抑制（P<0.05）。结论：成功构建针对 HSP27 基因的特异

性 shRNA 真核表达载体，转染细胞后可抑制 HSP27 表达，为进一步研究 HSP27 与胰腺癌生物学行为及化疗耐药等相关性奠定

了基础。
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Construction of shRNA Expression Vector Targeting the HSP27 Gene and
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ABSTRACT Objective: To construct eukaryotic expression vectors of small hairpin RNA (shRNA) for HSP27 gene and investigate
their expression in human gemcitabine-resistant pancreatic cells （SW1990/Gem）. Methods: One pair of HSP27 shRNA sequence was
selected and ligated to the pRNAT-U6.3 vector contained GFP gene and U6 promoter. pRNAT-shHSP27 or empty vector was introduced
into SW1990/Gem cells by liposome-mediated transfection respectively. The transfected SW1990/Gem cells were then confirmed by
fluoroscopy. The expression of HSP27 mRNA and protein was detected by reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR)
and Western blot, respectively. Results: Restriction enzyme digestion and sequence analysis showed that recombinant pRNAT-shHSP27
shRNA vector was successfully constructed. The expression of GFP was observed in transfected SW1990/Gem Cells by fluorescent
microscopy. The expression levels of HSP27 mRNA and protein in SW1990/Gem cells transfected with pRNAT-shHSP27 shRNA vector
were significantly lower than those in SW1990/Gem cells transfected with empty or negative vector. Conclusion: Recombinant
pRNAT-shHSP27 shRNA vector was successfully constructed. Its transfection can silence the expression of HSP27 gene in
SW1990/Gem cells. The pRNAT-shHSP27 shRNA vector lay a foundation for further study of the role of the HSP27 gene in the
pathogenesis of pancreatic cancer.
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前 言

胰腺癌是一种恶性程度极高，预后极差的恶性肿瘤。近年

来发病率和死亡率均有增加趋势，在西方发达国家，胰腺癌在

恶性肿瘤死亡原因的排名已从第 5 位上升到第 4 位[1]。因其早

期症状隐匿、缺乏特异表现及筛查指标，往往诊断时已是晚期，

仅有 15%的病人适合手术，大部分病人需要化疗等辅助治疗延

长生存期 [2]。吉西他滨 (2'-2' 双氟脱氧胞苷 ) (gemcitabine，

2'，2'-difluoro-2'deoxycytidine，dFdC） 属于新一代阿糖胞苷类似

物，于 1996 年被美国食品与药品监督管理局(FDA)批准为抗胰
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腺癌一线药物，可通过抑制肿瘤细胞 DNA 合成和诱导凋亡[3]

等途径改善患者症状、延长患者中位生存期并使患者受益[4]。然

而，吉西他滨的耐药问题很大程度上限制了其临床应用，成为

吉西他滨临床应用的瓶颈。预测患者对化疗药物的敏感性以及

实现个体化治疗已成为改善胰腺癌预后的关键。热休克蛋白

（Heat shock proteins，HSPs）是首次在高热及物理、化学等因素

诱导下发现的一类蛋白质，广泛存在于原核和真核生物中，其

作为分子伴侣参与蛋白质的折叠、装配和修饰，增强细胞对应

激的耐受性[5]。根据分子量可分为大分子热休克蛋（如 HSP90
和 HSP70）和小分子热休克蛋白（包括 HSP27）[6]。HSP27 发挥

分子伴侣作用的同时，与肿瘤及凋亡抑制的关系也备受关注[7]。
目前，多项研究已证实 HSP27 在胃、肝、胰腺、结直肠等多种肿

瘤中较正常组织异常高表达[8-11]，并且，HSP27 的高表达与多种

肿瘤的转移、肿瘤免疫、化疗耐药及不良预后等相关 [12-15]。而

HSP27 与胰腺癌生物学行为及吉西他滨化疗耐药的相关性及

其机制研究鲜有报道。本实验拟构建针对 HSP27 基因的特异

性 shRNA 真核表达载体，为今后研究 HSP27 对胰腺癌生物学

行为的影响及与吉西他滨化疗耐药的相关性夯实基础。

1 材料和方法

1.1 细胞株、质粒和主要试剂

耐吉西他滨人胰腺癌细胞株 SW1990/Gem 为本实验室保

存。携带绿色荧光蛋白 （GFP） 和 U6 增强启动子干扰载体

pRNAT-U6.3/Hygro 由鼓楼医院生殖中心惠赠。胎牛血清、
DMEM 高糖培养基、0.25%含乙二胺四乙酸（EDTA）胰蛋白酶

购于 GIBCO 公司。Tubulin 兔源性单克隆抗体 （Bioworld 公

司）、HSP27 兔源性单克隆抗体（Bioworld 公司）以及增强化学

发光（ECL）显色试剂盒（Santa Cruz 公司）。BamH I、Hind III、
EcoR I 内切酶和 T4 DNA 连接酶（Takara 公司)。DH5α 感受态

细胞（Trans 公司）以及 Lipofectamine 2000（Invitrogen 公司）。
1.2 方法

1.2.1 shRNA 的设计 参考文献，得到 HSP27 特异性干扰序列

（5'-ATCCGATGAGACTGCCGCCAA-3'）[16]，同时设计阴性对照

序列（5'-TACGGAAGCTGCATCCGACAC-3'），并根据 shRNA
设计原则，设计针对 HSP27 的两条 DNA 单链，单链的正义链

和反义链之间为一段茎环（loop）结构，正义链 5' 端加 BamH I
酶切位点，并在反义链 5' 端加 Hind III 酶切位点，本文引物均

由上海生工公司合成。
1.2.2 退火 取上述 DNA 片段各 1nmol 于退火缓冲液中，置于

95℃的水浴 5min，并将离心管置于 1 升 95℃的水中，缓慢冷却

至室温。
1.2.3 pRNAT-U6.3/Hygro 的双酶切 取 1μl pRNAT-U6.3/Hy-
gro, 置 于 酶 切 缓 冲 液 （3μl 10×K buffer, 24μl ddH2O，1μl
BamH I, 1μl Hind III）37℃酶切 2h, 琼脂糖凝胶电泳并切胶纯

化双酶切后的 pRNAT-U6.3/Hygro 载体。
1.2.4 连接 取线性化 pRNAT-U6.3/Hygro 载体和退火片段各 5
μl，2μl 10×DNA 连接 buffer, 7μl ddH2O，在 1μl T4DNA 连接

酶 的 作 用 下 ，16℃过 夜 连 接。将 HSP27 干 扰 载 体 命 名 为

pRNAT-shHSP27，阴性对照组命名为 pRNAT-shControl。
1.2.5 重组载体的转化和筛选 将上述连接产物转入 DH5α 感

受态细胞中，分别取含转化子的菌液及普通大肠杆菌 DH5α 菌

液 200μl，均匀涂布于含氨苄青霉素的 LB 平板上，37℃孵箱培

养过夜。
1.2.6 重组载体的鉴定及测序 挑取单克隆菌落，接种于含氨苄

青霉素钠的 LB 培养液中振摇过夜，收集菌液 1.5ml 并提取质

粒，使用 EcoR I 进行酶切，酶切产物行 1%的琼脂糖凝胶电泳

鉴定。并对 pRNAT-U6.3/Hygro、pRNAT-shControl、pRNAT-sh
HSP27 采用 pRNAT-U6.3/Hygro 通用引物测序（由华大基因生

物有限公司完成)。
1.2.7 细胞培养和转染 取对数生长期耐吉西他滨人胰腺癌细

胞株 SW1990/Gem 接种于六孔板内，于含 10%标准胎牛血清

的 DMEM 高 糖 培 养 基 培 养 。 将 SW1990/Gem 分 为

SW1990/Gem mock、SW1990/Gem shRNA（-）、shRNA（+），分别

转 染 pRNAT-U6.3/Hygro、pRNAT-shControl 和 pRNAT-shH-
SP27。转染 48 小时后使用荧光显微镜观察。
1.2.8 RT-RCR 检测基因表达情况 收集耐吉西他滨人胰腺癌

细胞株 SW1990/Gem 及 SW1990/Gem shRNA（-）、shRNA（+）细

胞株，在转染 48h 后按 Trizol 试剂盒说明书提取总 RNA，反转

录得到 cDNA，使用 HSP27 特异性 PCR 引物（上游：5' - CAAG-
GATGGCGTGGTGGA-3'；下游 ：5'-TCTCGTTGGACTGCGTG-
GC-3'）扩增 HSP27 基因，PCR 扩增条件：94℃预变性 5 min，94
℃ 30 s，58℃30 s，72℃ 1 min，共 29 个循环，末次循环后 72℃
延伸 5 min。扩增片段为 197bp。同时使用特异 PCR 引物（上游

引物：5'-GCCTCGCTGTCCACCTTCCA-3'；下游引物：5'-CAC-
CTTCACCGTTCCAGTTT-3'） 扩增管家基因 β-actin 作为内参

对照，程序同前，基因片段为 253kb。
1.2.9 Western Blot 分析 上述三组细胞在转染 48 小时后收集

细胞，裂解并提取细胞总蛋白，30?g 蛋白加入 5×上样缓冲液，

95℃变性 5min，经 SDS-PAGE 电泳分离，转移至硝酸纤维素膜

上，加入兔抗人 Tubulin、HSP27 一抗以及相应二抗，ECL 显色，

经 X 线片曝光、显影、定影，图像经凝胶成像分析软件（Quantity
one）行灰度值分析。
1.2.10 统计学分析 应用 SPASS 12.0 统计软件，所得数据用单

因素方差分析检验，P<0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 重组载体的酶切鉴定及测序分析

根据 pRNAT-U6.3/Hygro 载体图谱 （SD1561），在第 491
及 3555 碱基位点均有 EcoR I 酶切位点，为了便于鉴定，在设

计 shRNA 的双链 DNA 时也同样加入了一个 EcoR I 酶切位

点，位于 pRNAT-shHSP27 第 888 碱基位点上（如图 1）。因此，

理论上 EcoR I 酶切 pRNAT-shHSP27 后可得到三条基因条带，

而酶切空载体 pRNAT-U6.3/Hygro 仅能得到两条。正如理论推

测，使用 EcoR I 酶切重组载体，酶切产物经 1.5%的琼脂糖凝胶

电泳，经 GoldView 染色后在紫外灯下观察，可见酶切后均可得

到三条分别约 3954、2667、403bp 的基因条带，而空载体仅得到

两条分别约 3954、3064bp 的基因条带（图 2），提示酶切图谱初

步验证正确，且进一步测序证实无移码改变（图 3），提示重组

质粒构建成功。
2.2 转染细胞株在倒置荧光显微镜下观察
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图 1 重组载体 pRNAT-shHSP27 结构示意图

Fig.1 The construction of pRNAT-shHSP27 vector

图 3 pRNAT-U6.3/Hygro、pRNAT-shControl 及 pRNAT-shHSP27 测序

结果

Fig.3 Identification of pRNAT-U6.3/Hygro, pRNAT-shControl

or pRNAT-shHSP27 by DNA sequencing: A: pRNAT-U6.3/Hygro;

B: pRNAT-shControl;C:pRNAT-shHSP27

图 4 pRNAT-U6.3/Hygro、pRNAT-shControl 及 pRNAT-shHSP27 转染 SW1990/Gem 的荧光显微照片(×200)

Fig.4 SW1990/Gem transfected by pRNAT-U6.3/Hygro,pRNAT-shControl or pRNAT-shHSP27 was visualized by fluorescence microscopy ((×200)：
A:SW1990/Gem mock;B:SW1990/Gem shRNA（-）;C:SW1990/Gem shRNA（+）

由于 pRNAT-U6.3/Hygro 质粒带有绿色荧光报告基因，将

分别转染 pRNAT-U6.3/Hygro、pRNAT-shControl 及 pRNAT-sh

HSP27 的 SW1990/Gem 细胞株置于倒置荧光显微镜下观察，

可见转染后的三组细胞株均有绿色荧光表达，如图 4 所示。而

未转染细胞株无荧光表达。
2.3 RT-PCR 法检测 HSP27 mRNA 的表达

RT-PCR 法 检 测 细 胞 株 SW1990/Gem、SW1990/Gem
shRNA（-）及 SW1990/Gem shRNA（+）的 HSP27 mRNA 表达水

平，结果表明三种细胞株于 197kb 位置均可见 HSP27 基因特

异性条带(图 5），SW1990/Gem shRNA（+）细胞株 HSP27 基因

相对光密度值为 0.573±0.041，SW1990/Gem 及 SW1990/Gem
shRNA（-）细胞株分别为 0.947±0.090 和 0.868±0.038，提示

SW1990/Gem shRNA （+） 细胞株 HSP27 mRNA 表达水平较

SW1990 及 SW1990/C1 明显降低,且差异有统计学意义（图 6，

*P<0.05）。
2.4 Western Blot 检测 HSP27 蛋白表达情况

利用 Western Blotting 技术对各组细胞株的 HSP27 蛋白表

达 水 平 进 行 检 测 ， 如 图 7、8 所 示 ，pRNAT-shHSP27 转 染

SW1990/Gem 48h 后，其 HSP27 蛋白表达水平明显降低，相对

光密度值为 0.881±0.046。而未转染、转染阴性对照组 HSP27
蛋白表达相对光密度值分别为 1.447±0.064 和 1.393±0.102，

与转染 pRNAT-shHSP27 组比较均有统计学差异（^P<0.05）。

图 2 pRNAT-U6.3/Hygro 及 pRNAT-shHSP27 酶切鉴定

Fig.2 The restriction enzyme digestion of pRNAT-U6.3/Hygro or

pRNAT-shHSP27：1:Marker(Trans 2K);2:pRNAT-U6.3/Hygro linearized

with EcoR I;3:pRNAT-shHSP27 linearized with EcoR I
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图 6 SW1990/Gem、SW1990/Gem shRNA（-）及 SW1990/Gem shRNA

（+）HSP27 mRNA 相对光密度值比较

Fig.6 The relative intensity of HSP27 mRNA epression of SW1990/Gem,

SW1990/Gem shRNA（-）or SW1990/Gem shRNA（+）
Note：*P<0.05 注：̂P≤0.01

3 讨论

HSP27 在生物体内存在构成型和诱导型两种形式，生理状

态下机体表达的为构成型 HSP27，参与调控细胞的增殖、分化

以及神经系统的发育等生理过程；而在高温、紫外线、药物等刺

激时，机体表达的是诱导型 HSP27，其通过调节细胞死亡的关

键信号通路、减少活性氧物质(reactiveoxygen species，ROS)形
成等多种方式发挥细胞保护作用[17]。HSP27 的功能可通过翻译

后修饰如磷酸化来调控，其 15、78、82 位的丝氨酸是磷酸化的

主要位点[6]。已有研究提示 HSP27 的磷酸化可能与胰腺癌吉西

他滨化疗敏感性有关[18]，但其作用仍存争议。随着 HSP27 与肿

瘤耐药的关系得到不断地关注，Garrido 及 MASASHI 等证实

了 HSP27 的高表达与结直肠癌的阿霉素耐药和 5- 氟尿嘧啶耐

药明确相关，敲低 HSP27 的表达可起到增敏作用[19, 20]。 HSP27
也是引起胃癌细胞株长春新碱及阿霉素耐药的重要因素，抑制

耐药细胞株的 HSP27 表达，可增强其对阿霉素和长春新碱的

敏感性 [14, 21]。在 膀 胱 癌 中 ，HSP27 的 作 用 同 样 举 足 轻 重 ，

Masayuki 等用第二代反义寡核苷酸 OGX427 和 siRNA 抑制

HSP27 表达后膀胱癌细胞对紫杉醇的敏感性增加 [22]。近期

HSP27 与胰腺癌的关系引起国内外广泛重视，MORI-IWAMO-
TO 等通过对比吉西他滨敏感胰腺癌细胞株（KLM1）和耐药株

（KLM1-R）的蛋白组学特点，证实耐药株（KLM1-R）中 HSP27
存在高表达，siRNA 敲低耐药株（KLM1-R）HSP27 的表达可使

其恢复对吉西他滨的敏感性，提示 HSP27 可能与胰腺癌吉西

他滨耐药相关，HS27 有望成为判断胰腺癌对吉西他滨敏感性

的有效指标[23]。
RNA 干扰（RNA interference，RNAi）技术是近年来发展起

来的一种基因阻断技术，具有抑制作用强、稳定性高、细胞摄取

相对容易等优点[24, 25]。细胞内的双链 RNA（dsRNA）可被 Dicer
酶识别并剪切，产生 21-23nt 大小的 siRNAs ( small interfering
RNAs)。 siRNA 分 子 被 整 合 进 RNA 诱 导 的 沉 默 复 合 体 (
RNA-induced silencing complex , RISC) 中，通过碱基互补配对

图 5 RT-PCR 检测 SW1990/Gem，SW1990/Gem shRNA（-）及

SW1990/Gem shRNA（+）HSP27 mRNA 表达水平

Fig. 5 The expression of HSP27 mRNA of SW1990/Gem、SW1990/Gem

shRNA（-）or SW1990/Gem shRNA（+）: 1,5: Marker(Trans 2K);2:HSP27

mRNA of SW1990/Gem;3: HSP27 mRNA of SW1990/Gem shRNA（-）;

4:HSP27 mRNA of SW1990/Gem shRNA（+）; 6: β-actin mRNA of

SW1990/Gem;7: β-actin mRNA of SW1990/Gem shRNA（-）;8:β-actin

mRNA of SW1990/Gem shRNA（+）

图 7 Western Blot 分析转染 pRNAT-shHSP27 对 SW1990/Gem 细胞株

的影响

Fig. 7 The HSP27 protein expression in SW1990/Gem transfected with

pRNAT-shHSP27

1:SW1990/Gem;2:SW1990/Gem shRNA（-）;3:SW1990/Gem shRNA（+）

图 8 SW1990/Gem、SW1990/Gem shRNA（-）or SW1990/Gem shRNA

（+）的 HSP27 蛋白相对灰度值比较

Fig.8 The relative intensity of HSP27 protein epression of SW1990/Gem,

SW1990/Gem shRNA（-）or SW1990/Gem shRNA（+）
Note:^P<0.05 注：̂P≤0.01
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识别具同源序列的 mRNA，并介导其降解，进而实现靶基因的

沉默[26]。本实验通过构建 shRNA 表达载体来实现对目的基因

的沉默。目前研究表明具有发夹结构的 siRNA 更接近生理

RNAi 现象的自然机制，并能有效发挥阻断基因表达的作用[27]。
2002 年 Brummelkamp 等[28]将 siRNA 所对应的模板 DNA 序列

克隆入真核载体并转染细胞，转录得到的 shRNA 与 siRNA 具

有相同基因封闭的作用但作用时间可持续两个月左右。该技术

与传统基因沉默技术相比，具有效果强、持续时间长、技术流程

简便以及在细胞内表达稳定、高效和可传递性等优势，已经在

肿瘤的基因治疗方面显示出诱人的前景[29, 30]。本实验利用基因

重组技术，构建了 HSP27 的 shRNA 特异性干扰载体，通过脂

质体转染耐吉西他滨人胰腺癌细胞株 SW1990/Gem 并实现敲

低 HSP27 蛋白表达的目的。为进一步探讨 HSP27 基因与胰腺

癌生物学行为及化疗耐药等相关性奠定了重要基础，也为胰腺

癌基因治疗的临床应用开辟新的思路。
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