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ECT2基因在人胰腺导管腺癌中的表达及对胰腺癌细胞生物学特性的影响

朱婕，顾炎，刘艳芳，武健，王紫欣，曹雪涛（海军军医大学免疫学研究所暨医学免疫学国家重点实验室，上海

200433）

[摘 要] 目的：探讨上皮细胞转化序列 2（epithelial cell transforming 2，ECT2）基因在人胰腺导管腺癌（pancreatic ductal adeno-

carcinoma，PDAC）中的表达及其对胰腺癌细胞增殖、凋亡的影响。方法：采集2018年7月至2019年3月在海军军医大学附属长

海医院病理科PDAC及相应癌旁样本各35例。通过GEO数据库中人胰腺癌基因表达谱筛选差异表达基因，采用TCGA数据分

析该基因在PDAC中的表达及与患者生存的相关性。以qPCR及免疫组化在人PDAC样本中验证了ECT2 mRNA及蛋白的表达。

以 siRNA干扰人胰腺癌细胞系PANC-1中ECT2基因的表达，CCK-8增殖实验检测肿瘤细胞增殖，流式细胞术检测对胰腺癌细胞

凋亡的影响，最后WB检测凋亡相关蛋白的变化。结果：生物信息学分析筛选出胰腺癌中差异表达基因ECT2，TCGA数据库分

析发现其在癌组织中高表达（t=4.005，P<0.05）并与生存显著相关（P<0.01）。mRNA（1.01±0.06 vs 4.25±0.12，t=24.09，P<0.01）及蛋

白水平验证其在人PDAC样本中高表达。干扰ECT2基因后，其细胞增殖受到明显抑制（P<0.01）、他莫昔芬诱导的细胞凋亡显著

增加（P<0.01），同时影响凋亡相关蛋白BAX及BCL-2的表达。结论：ECT2基因在人PDAC中高表达并与患者生存相关，其增加

了胰腺癌细胞的增殖及抗凋亡能力。本结果为探讨ECT2作为胰腺癌预后判断及治疗新靶点提供了实验依据。

[关键词] 胰腺导管腺癌；上皮细胞转化序列2；增殖；凋亡

[中图分类号] R735.9; R730.2 [文献标识码] A [文章编号] 1007-385X（2019）05-0524-06

Expression of ECT2 gene in human pancreatic ductal adenocarcinoma and its ef-
fect on tumor biological characteristics

ZHU Jie, GU Yan, LIU Yanfang, WU Jian, WANG Zixin, CAO Xuetao（National Key Laboratory of Medical Immunology & Insti-

tute of Immunology, Naval Military Medical University, Shanghai 200433, China)

[Abstract] Objective: To investigate the expression of ECT2 (epithelial Transforming sequence 2) gene in human pancreatic duc-

tal adenocarcinoma (PDAC) and its effect on the proliferation and apoptosis of pancreatic cancer cells. Methods: Carcinoma tis-

sues and corresponding para-carcinoma tissues from 35 PDAC patients at Changhai Hospital Affiliated to Naval Medical Universi-

ty from July 2018 to March 2019 were collected for this study. The differentially expressed genes in pancreatic cancer were

screened out by using Gene Expression Omnibus (GEO) Database. Then, the related gene expression in PDAC and its relation with

patients’survival were analyzed by The Cancer Genome Atlas (TCGA) database. QPCR and immunohistochemistry were used to

verify the mRNA and protein expressions of ECT2 in human PDAC samples. To explore the effect of ECT2 on the biological behav-

iors of pancreatic cancer cells, si-RNA was used to silence the ECT2 gene in pancreatic cancer PANC-1 cells, and CCK-8 prolifera-

tion assay and Flow cytometry were used to detect the proliferation and apoptosis rate of PANC-1 cells after ECT2 silence. Finally,

the expressions of apoptosis-related proteins were detected by WB. Results: The differentially expressed gene-ECT2, was screened

out by analyzing the gene expression profiles of human pancreatic cancer in GEO database. TCGA database analysis showed that

ECT2 was highly expressed in pancreatic cancer tissues (t=4.005, P<0.05) and significantly correlated with patients’survival (P<

0.01). Moreover, it is also verified that ECT2 was highly expressed in PDAC tissues at mRNA (1.01±0.06 vs 4.25±0.12; t=24.09，

P<0.01) and protein level. After ECT2 silence in PANC-1 cells, the proliferation rate was decreased (P<0.01), while the Tamoxifen-

induced apoptosis rate was increased (P<0.01), and the expressions of apoptosis-related proteins (BAX and Bcl-2) were also affect-

ed. Conclusion: ECT2 is highly expressed in human pancreatic ductal adenocarcinoma and is related with patients’survival.

ECT2 promotes the proliferation and apoptosis resistance of pancreatic cancer cells, providing the basis for exploring ECT2 as a

new target for the prognostic judgment and treatment of pancreatic cancer.
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胰腺癌是恶性程度较高的消化道肿瘤，其中约

90%是起源于胰腺导管上皮的胰腺导管腺癌（pancre-

atic ductal adenocarcinoma，PDAC），其发病率与病死

率逐年上升，五年生存率只有不到4%[1]。目前，手术

依然是PDAC的主要治疗方式，但研究表明切除原发

灶并不能显著提高PDAC患者的生存率，因此迫切需

要有效的生物学标志物进行早期诊断及评估治疗疗

效[2]。上皮细胞转化序列 2（epithelial cell transform-

ing 2，ECT2）基因编码蛋白为鸟嘌呤核苷酸交换因子

和转化蛋白，其可催化GDP转换为GTP，该基因的表

达随着DNA合成而升高，并在细胞周期G2及M期

有较高水平的表达，在胞质分裂的调节中发挥重要

作用[3]。已有研究[4-6]报道，ECT2在多种恶性肿瘤中

异常表达，其可促进肺腺癌、乳腺癌、骨肉瘤的增殖、

侵袭及转移，因此ECT2的表达水平可作为肿瘤患者

诊断、干预复发及评估放化疗疗效的重要生物标志

物。而关于ECT2在PDAC中的作用研究得较少，本

研究通过结合生物信息学分析，筛选出 ECT2 在人

PDAC中高表达，与患者较差的预后显著相关，并探

究了其在肿瘤细胞增殖、抗凋亡中的作用及其具体

的分子机制。

1 材料与方法

1.1 生物信息学分析

1.1.1 数据获取与基因筛选 GEO数据库下载基因

表达谱数据 GSE15471[7]、GSE16515[8]、GSE28735[9]、

GSE62452[10]。芯片数据和样本分类见表 1。利用在

线分析工具GEO2R对表达谱芯片差异基因进行分

析。筛选条件为 adj P<0.05和 logFC>1。利用Venny

（http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/）分

析4个数据集共同上调及下调差异基因。

表1 GEO数据库胰腺癌样本信息（（n））

Tab. 1 Information of pancreatic cancer samples in GEO database（（n））

Data set

GSE15471

GSE16515

GSE28735

GSE62452

Platform

GP570

GP570

GPL6244

GPL6244

Normal

39

16

45

61

Tumor

36

36

45

69

Sample source

Pancreatic ductal adenocarcinoma

Pancreatic ductal adenocarcinoma

Pancreatic ductal adenocarcinoma

Pancreatic ductal adenocarcinoma

1.1.2 TCGA数据库生存分析 下载TCGA数据中的

胰腺癌患者二代测序数据以及临床信息，包括178例

癌组织以及 4例癌旁组织。利用R语言对基因表达

数据进行处理、分析，并绘制患者生存曲线。

1.2 样本资料、细胞株及主要试剂

收集 2018年 7月至 2019年 3月在海军军医大学

附属长海医院病理科胰腺导管腺癌组织标本 35例，

其中男性 20例、女性 15例，中位年龄 47.2岁（41~67

岁）。同时取距离癌灶边缘 3~5 cm的相应癌旁组织

标本作为对照。所选患者术前 3个月内均未行任何

抗肿瘤治疗，并术后病理学诊断均为胰腺导管腺癌。

本课题全部研究方案及程序经医院伦理委员会审查

批准，并均与患者签署知情同意书。

人 PDAC 细胞株 PANC-1 购自美国模式培养物

集存库（ATCC）。细胞用含 10%胎牛血清的DMEM

于37 ℃恒温恒湿孵箱中培养。

胎牛血清、DMEM培养基、转染试剂Lipofectamine

RNAiMAX均购自Thermo Fisher Scientific公司，RNA

提取试剂盒购自飞捷公司，Real-time PCR试剂盒购自

TaKaRa公司，免疫组织化学试剂盒及DAB显色试剂盒

购自武汉谷歌生物公司，Annexin V-FITC/PI凋亡检测

试剂盒购自Biolegend公司，CCK-8增殖试剂盒购自东

仁化学科技有限公司，ECT2小干扰RNA（siRNA）及相

应阴性对照均由上海吉玛公司合成，鼠抗人ECT2单克

隆抗体购自美国Abcam公司，蛋白裂解液、鼠抗人β-actin

内参抗体、兔抗人BAX单克隆抗体及HRP标记抗鼠和

兔的二抗均购自美国CST公司，兔抗人BCL-2单克隆

抗体购自美国Bioworld公司。

1.3 qPCR 检测人胰腺癌组织样本中 ECT2 mRNA

表达水平及ECT2干扰水平

取胰腺癌组织患者癌及相应癌旁组织，加入500 μl

RNA裂解液，于匀浆仪中匀浆2 min，4℃ 1 500×g离心

3 min，取上清提取总RNA。取2 μg RNA根据RNA反

转录试剂盒反转录为cDNA，以此为模板进行qPCR扩

增 ，ECT2 上游引物为 5’- ACTACTGGGAGGAC-

TAGCTTG - 3’，下 游 引 物 为 5’- CACTCTTGTT
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TCAATCTGAGGCA-3’，内参GAPDH上游引物为5’-

GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT-3’，下游引物为5’-

GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG-3’。qPCR反应条

件：95℃预变性5 min，95℃变性15 s，56℃退火10 s，72℃

延伸20 s，共40个循环。以2-ΔΔCt值表示ECT2 mRNA的

相对表达水平。

1.4 免疫组织化学染色检测人胰腺癌样本中ECT2

蛋白表达水平

选取人胰腺癌及癌旁组织标本石蜡切片进行免

疫组织化学染色，二甲苯脱蜡，乙醇水化，过氧化氢

去除内源性过氧化物酶后使用柠檬酸盐溶液抗原修

复，羊血清工作液于室温下封闭1 h，滴加1∶200鼠抗

人ECT2单克隆抗体4 ℃过夜，滴加抗鼠二抗室温孵

育 1 h后，加入新鲜配置的DAB显色液，苏木精进行

细胞核染色，乙醇梯度脱水后中性树胶封片观察染

色情况。光镜下（×200）随机选择5个视野进行拍照。

结果判定综合染色强度和阳性细胞数的百分比进行

半定量分析：无染色（－）为0分，染色弱（＋）为1分，

染色强呈棕黄色（）为2分，染色极强呈深棕色（）

为3分。阳性细胞数0%~4.9%为0分，5.0%~24.9%为

1 分，25.0%~49.9% 为 2 分，50.0%~74.9% 为 3 分，≥
75.0%为4分。两项积分的乘积<4为ECT2蛋白阴性

表达，≥4为ECT2蛋白阳性表达。

1.5 PANC-1细胞转染 siRNA

靶向ECT2及相应阴性对照的 siRNA均由上海

吉 玛 公 司 合 成 ，其 序 列 为 ：5’- CCUUGUAGU

UGAAGAGAAUTT-3’，前一日铺细胞于相应孔板

中，按照说明书使用 Lipofectamine RNAiMAX 转染

siRNA，转染6 h后更换新鲜培养基，后将培养板置于

37 ℃、5% CO2孵箱中培养48 h，收集孔板中的细胞提

取总RNA，进行qPCR检测干扰效率。

1.6 人PDAC组织匀浆

取组织块（0.2~1 g）在冷PBS中漂洗，除去血液，将

组织置于2 ml EP管中，加入相应RNA裂解液或蛋白裂

解液，并放入钢珠，在预冷的匀浆仪中10 000 r/min上下

研磨100 s，制成组织匀浆，以备后续实验使用。

1.7 CCK-8 实验检测干扰 ECT2 对 PANC-1 细胞增

殖的影响

分别将实验组与对照组细胞 1×104 种植于 96孔

板中，在 37 ℃、5% CO2孵箱中分别培养 1、2、3、4 d，

每个时间点每孔加入10 μl CCK-8试剂，2 h后用酶标

仪检测波长450 nm处光密度（D）值，以D值代表细胞

增殖水平。实验重复3次。

1.8 流式细胞术检测干扰 ECT2 对 PANC-1 细胞凋

亡的影响

实验组及对照组细胞用15 μmol/L他莫昔芬诱导

凋亡24 h后收集各组待测细胞，冷PBS洗涤后，用结

合缓冲液将细胞制成 1×106个/ml的悬液，然后加入

Annexin V-FITC 抗体，避光室温孵育 10 min，再加

入碘化丙啶（Propidium iodide，PI），避光室温孵育

5 min，流式细胞术检测。

1.9 WB检测干扰ECT2对PANC-1细胞中凋亡相关

蛋白BAX及BCL-2表达的影响

使用SDS-PAGE分离总蛋白，并将其转移到硝酸

纤维素膜。使用 5%牛血清白蛋白（BSA）充分封闭

纤维素膜，并与 BAX 及 BCL-2 抗体 4℃孵育过夜。

次日，TBST洗3遍后，使用辣根过氧化物酶标记的二

抗（1︰2 000）孵育 1 h，TBST洗 3遍后，使用增强的化

学发光试剂显影液检测目标蛋白的表达水平。

1.10 统计学处理

本实验数据采用GraphPad Prism软件处理，所有

实验结果均由 3 次独立重复实验得出，计量数据用

x̄±s表示，组间比较采用 t检验，以P<0.05或P<0.01表

示差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 利用 GEO 数据库筛选胰腺癌关键差异基因

ECT2

选取 GEO 数 据 库 中 GSE15471、GSE16515、

GSE28735、GSE62452 这4个胰腺癌数据集，分析肿瘤

和癌旁组织的差异基因，分别得到2 058、2 363、428、292

个差异基因。并利用Venny得到4个数据集共同上调

基因129个，共同下调基因27个（图1A）。String数据库

包含大量的已知蛋白相互作用间关系，可以帮助确定

位于分子网络节点的一些关键基因。利用Cytoscape中

MCODE插件筛选到3个关键基因模块（图1B）。其中

ECT2分子处于关键节点基因，其在肺癌、肝癌等发生

发展中起关键作用，而胰腺癌中还鲜有报道，有待进一

步的探究。

2.2 TCGA数据库验证ECT2基因及与患者预后的

相关性

利用TCGA数据库中包含的178例癌组织以及4

例癌旁组织的 PDAC患者的测序数据对ECT2分子

的临床意义进行分析。结果表明，癌组织的ECT2表

达量显著高于癌旁组织（t=4.005，P<0.05；图 2A），并

且癌组织中 ECT2 高表达患者生存期显著下降（P<

0.01，图2B）。

2.3 人PDAC组织中ECT2 mRNA和蛋白呈高表达

qPCR 检测结果（图 3A）显示，人 PDAC 组织中

ECT2 mRNA表达水平显著高于癌旁组织（1.01±0.06

vs 4.25±0.12，t=24.09，P<0.01）。免疫组织化学染色

检测结果（图3B）同样印证了qPCR的结果。
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A：Venny diagrams of the differently expressed genes identified in four datasets；

B：Screening three key gene modules with MCODE plug-in in Cytoscape

图1 胰腺癌差异基因筛选

Fig. 1 Screening of differentially expressed genes in pancreatic cancer

A: Analysis of ECT2 gene expression in TCGA database；

B：Analysis of the correlation between ECT2 gene and survival of patients in TCGA database
*P<0.05

图2 TCGA数据库分析ECT2基因表达（（A））及与患者预后(B)的相关性

Fig. 2 Analysis of ECT2 expression (A) and its relation with patients’’survival (B) by TCGA database

A：Expression of ECT2 mRNA in human PDAC tissues；

B：Expression of ECT2 protein in human PDAC tissues
**P<0.01 vs adjacent tissue group

图3 人PDAC组织中ECT2 mRNA(A)和蛋白(B)水平的表达

Fig. 3 The mRNA (A) and protein (B) levels of ECT2 in human PDAC tissues
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2.4 ECT2对PANC-1细胞增殖、凋亡的影响

siRNA成功敲降PANC-1细胞中ECT2基因的表

达，干扰组ECT2蛋白表达明显降低（图4A）。肿瘤细

胞CCK-8增殖实验结果（图 4B）表明，干扰ECT2表

达 24 h 后，肿瘤细胞的增殖受到明显抑制（均 P<

0.01）。流式细胞术检测凋亡结果（图4C）表明，干扰

ECT2表达24 h后，他莫昔芬诱导的细胞凋亡率显著

升高（0.059 vs 10.71 vs 10.11，P<0.01）。

A:Interfering ECT2 gene in PANC-1 cell; B:Suppression of ECT2 decreased the proliferation rate of PANC-1 cell；

C: Suppression of ECT2 promoted the apoptosis rate of PANC-1 cell
**P<0.01 vs si-NC group

图4 ECT2对PDAC细胞增殖、凋亡的影响

Fig. 4 Effect of ECT2 on the proliferation and apoptosis of PDAC cells

2.5 干扰ECT2影响 PANC-1细胞中BAX及BCL-2

蛋白表达

WB检测结果（图 5）显示，在 PANC-1细胞中干

扰ECT2后，其促凋亡蛋白BAX表达上调，而抗凋亡

蛋白 BCL-2 表达下调。表明 ECT2 可能通过调节

BAX及BCL-2蛋白表达发挥抗凋亡作用。

图5 干扰ECT2对PANC-1细胞BAX及BCL-2蛋白的影响

Fig. 5 The effect of si-ECT2 on protein expressions of BAX

and Bcl-2 in PANC-1 cells

3 讨 论

肿瘤是威胁人类健康的重大疾病，胰腺癌更是

恶性程度较高、预后较差的肿瘤之一[11]。胰腺癌主要

分为两种病理类型，即PDAC（约占90%）和胰腺内分

泌肿瘤（少于5%）[12]。目前对于PDAC的治疗手段主

要包括手术治疗、传统放化疗、新辅助治疗及免疫疗

法，但仍未显著提高患者的生存率。同时由于其早

期临床症状不明显，多数患者就诊时已进入胰腺癌

中晚期，并且 5年生存率极低[13]。因此，迫切需要有

效的诊断及预测治疗效果的生物学标志物，对提高

患者的生存率至关重要。

为筛选胰腺癌中影响肿瘤性状及患者预后的关

键基因，本研究通过 GEO 数据库中表达谱数据

GSE15471、GSE16515、GSE28735、GSE62452分析筛

选胰腺癌中差异表达基因，发现 ECT2 基因与人

PDAC密切相关。ECT2基因位于人类肿瘤较易发生

突变的染色体 3q26区域，属于Rho家族鸟嘌呤核苷

酸交换因子[14]，其N端包含两个与XCCR1和Clb6同

源的区域，在DNA损伤应答和细胞周期调控中发挥

作用[15]，并可通过调节 RhoA 调控胞质分裂过程[16]。

同时ECT2可引起RAS同源（RHO）家族小GTP酶的

异常激活，与肿瘤及多种疾病密切相关[17]。其在非小

细胞肺癌[18]、恶性胶质瘤[19-20]、结直肠癌[21]等多种恶性
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肿瘤中高表达，并可促进肿瘤增殖、侵袭及转移。

为进一步分析ECT2与患者预后的相关性，使用

TCGA数据库分析其在 PDAC中的表达及与生存的

关系，结果表明 ECT2 基因在人 PDAC 组织中高表

达，且与较短的生存时间密切相关，并从mRNA及蛋

白水平进行了验证。肿瘤细胞的凋亡抵抗是影响肿

瘤恶性程度及耐药的关键因素，以往关于ECT2的研

究集中在其对肿瘤细胞增殖及侵袭的影响，而在凋

亡中的作用研究较少。使用流式细胞术检测干扰人

胰腺癌细胞系 PANC-1 ECT2 后发现细胞凋亡率增

加。而BAX及BCL-2是以往报道的影响凋亡通路的

关键蛋白，因此本实验通过WB检测干扰ECT2后对

BAX 及 BCL-2 的影响，结果表明 ECT2 可通过影响

BAX及BCL-2的表达发挥抗凋亡作用。

目前关于PDAC的研究较多，发现多种生物标志

物可预测其发生、发展、转移及复发，但仍缺乏有效

指标评估治疗效果及患者预后。本研究结合生物信

息学分析及相关实验进行探讨，发现ECT2与PDAC

患者预后密切相关，且在人胰腺癌细胞中发挥促增

殖、抗凋亡作用，以期为PDAC的治疗和预后判断提

供新的靶点。
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