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ＳＴＡＴ３表达下调对人肝癌细胞增殖的影响及相关分子机制
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　　摘　要：目的　探讨ＲＮＡ干扰技术下调信号转导和转录激活因子（ＳＴＡＴ）３基因表达对人肝癌细胞增殖的抑制作用及具体

机制。方法　构建重组质粒ＰＬＫＯ１ｓｈＲＮＡＳＴＡＴ３，通过ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＳＴＡＴ３表达的变化；采用流式细胞术检

测细胞周期来反映细胞的增殖状态；通过ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｂｃｌ２和Ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达水平的变化。结果　转染了ＰＬＫＯ１

ｓｈＲＮＡＳＴＡＴ３重组质粒的肝癌细胞，ＳＴＡＴ３表达明显下调，流式细胞术检测显示Ｓ期细胞减少，Ｇ０／Ｇ１ 期细胞增加（犘＜０．０５），

Ｂｃｌ２和Ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因的ｍＲＮＡ及蛋白表达水平明显低于对照组。结论　ＲＮＡ干扰技术明显下调细胞内ＳＴＡＴ３蛋白的表达，

进而下调Ｂｃｌ２和Ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达水平，诱导细胞凋亡。
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　　原发性肝癌病死率高，仅次于胃癌、食道癌居第三位，中国

死于肝癌的人数占全世界肝癌死亡人数的４５％
［１］。信号转导

和转录激活因子（ＳＴＡＴ）３是ＳＴＡＴｓ家族的重要成员
［２］，参与

了人类恶性肿瘤的发生、发展，在抑制细胞凋亡，促进细胞增殖

方面发挥了重要作用。本实验通过 ＲＮＡ 干扰技术抑制

ＳＴＡＴ３基因在人肝癌细胞ＳＭＭＣ７７２１中的表达，观察肝癌

细胞的增殖状态，及其对凋亡抑制相关蛋白的影响，为肝癌治

疗寻找新的靶点［３］。

１　材料与方法

１．１　 材料 　 真核表达质粒 ＰＬＫＯ１ 来自本院实验室，

ＳＴＡＴ３、Ｂｃｌ２、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ和 ＧＡＰＤＨ 的抗体均购自 Ａｂｃａｍ 公

司，二抗购自ＳａｎｔａＣｒｕｚｅ公司，流式细胞术检测试剂盒、转染

试剂Ｌｉｐｏ２０００均购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，人肝癌细胞ＳＭＭＣ

７７２１购自中科院细胞库。

１．２　ＰＣＲ引物设计　ＳＴＡＴ３ｓｈＲＮＡ 引物序列，正向：５′

ＧＣＡＧＣＡＧＣＴＧＡＡＣＡＡＣＡＴＧＴＴＣＡＡＧＡＧＣＡＴＧＴＴ

ＧＴＴＣＡＧＣＴＧＣＴＧＣＴＴＴＴＴ３′；反向：５′ＡＡＴＴＡＡＡＡＡ

ＧＣＡＧＣＡＧＣＴＧＡＡＣＡＡＣＡＴＧＴＣＴＣＴＴＧＡＡＣＡＴＧＴ

ＴＧＴＴＣＡＧＣＴＧＣＴＧＣＴＧＣＧＧＣＣ３′分别经退火合成双

链，插入到质粒载体ＰＬＫＯ１。根据ＲＴＰＣＲ引物设计的数据

库，设计引物 ＳＴＡＴ３引物，正向：５′ＧＣＡ ＧＣＡ ＧＣＴ ＧＡＡ

ＣＡＡＣＡＴＧＴＴＣＡＡＧＡＧＡＣＡＴＧＴＴＧＴＴＣＡＧＣＴＧＣＴ

ＧＣＴＴＴＴＴ３′；反向：５′ＡＡＴＴＡＡ ＡＡＡ ＧＣＡ ＧＣＡ ＧＣＴ

ＧＡＡＣＡＡＣＡＴＧＴＣＴＣＴＴＧＡＡＣＡＴＧＴＴＧＴＴＣＡＧＣＴ

ＧＣＴＧＣＴＧＣＧＧＣＣ３′。Ｂｃｌ２引物序列，正向：５′ＣＧＡＣＴＧ

ＣＴＴＡＧＡ ＧＡＴ ＧＴＣＣＡＧＣＣＡ Ｇ３′；反向：５′ＡＣＴ ＧＣＣ

ＡＴＧＣＧＴＡＧＴＧＧＣＣＣＡＣＡＧ３′。Ｓｕｒｖｉｖｉｎ引物序列，正

向：５′ＡＧＣＣＣＴＴＴＣＴＣＡＡＧＧＡＣＣＡＣ３′；反向：５′ＧＣＡ

ＣＴＴＴＣＴＴＣＧＣＡＧＴＴＴＣＣ３′。

１．３　方法

１．３．１　细胞的培养与转染　人肝癌细胞ＳＭＭＣ７７２１于含

１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ 中培养，培养条件为５％ ＣＯ２，３７℃

恒温培养箱，每２～３ｄ传代一次。按转染试剂说明书进行细

胞的转染。按不同处理方式将细胞分为３组，对照组：不做任

何处理的肝癌细胞ＳＭＭＣ７７２１；Ｍｏｃｋ组：转染阴性对照质粒

ＰＬＫＯ１ｓｈＲＮＡＣｏｎｔｒｏｌ的细胞组；实验组：转染重组质粒

ＰＬＫＯ１ｓｈＲＮＡＳＴＡＴ３的细胞组。转染２４ｈ后，提取细胞

ＲＮＡ用于目的基因 ｍＲＮＡ的ＲＴＰＣＲ检测，并进行ＳＴＡＴ３

的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测。

１．３．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测目的蛋白的表达变化　用蛋白裂解

液处理细胞，收集蛋白样品。将蛋白样品用ＢＣＡ蛋白定量试

剂盒定量后，每孔加入５０μｇ的蛋白样品进行ＳＤＳＰＡＧＥ电

泳，电泳结束后，将蛋白转到ＰＶＤＦ膜上。５％的脱脂奶粉封

闭１ｈ，加一抗 Ａｃｔｉｎ（１∶１０００稀释）、ＳＴＡＴ３（１∶１０００稀
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释），４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ洗膜１０ｍｉｎ×３次后，加二抗（１∶３

０００）稀释，室温１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜１０ｍｉｎ×３，ＥＣＬ发光检测目的

蛋白的表达变化。

１．３．３　流式细胞仪检测细胞周期变化　每组各取约１×１０
６

个细胞，培养４８～７２ｈ后用胰酶消化收集细胞，ＰＢＳ洗两遍，

弃上清，加入１ｍＬ７０％预冷乙醇中，４℃固定１２ｈ，ＰＢＳ洗涤

去乙醇，ＲＮＡａｓｅＡ消化３０ｍｉｎ，然后用碘化丙啶（ＰＩ）染色，细

胞于流式细胞仪进行细胞周期定量分析，实验重复３次。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０进行数据分析，计量数据

以狓±狊表示，组间的比较采用狋检验，犘＜０．０５为差异有统计

学意义。

２　结　　果

２．１　转染细胞的ＳＴＡＴ３的表达水平　ＳＴＡＴ３的 ｍＲＮＡ表

达水平：对照组与 Ｍｏｃｋ组相比无明显差异；实验组与其他两

组比，差异明显，ＳＴＡＴ３表达受到抑制，见图１。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

测得的ＳＴＡＴ３蛋白表达水平，也是实验组明显低于其他两

组，见图２。

　　１：对照组；２：Ｍｏｃｋ组；３．实验组；ＤＮＡ分子标记物。

图１　　ＳＴＡＴ３的ｍＲＮＡ表达水平

　　１：对照组；２：Ｍｏｃｋ组；３．实验组。

图２　　ＳＴＡＴ３的蛋白表达水平

２．２　肝癌细胞细胞周期变化　实验组与对照组、Ｍｏｃｋ组相

比较，Ｓ期细胞比例明显减少，Ｇ０ 和Ｇ１ 期细胞比例增加（犘＜

０．０５），见表１。

表１　　流式细胞术检测各细胞周期细胞所占比例（狓±狊，％）

分组
不同细胞周期的细胞比例

Ｇ０和Ｇ１（％） Ｓ（％）

对照组 ５８±０．４２ ２６．００±０．２０

Ｍｏｃｋ组 ６９±０．２２ １６．３８±０．３２

实验组 ７１±０．３５ １９．００±０．２９

　　１：对照组；２：Ｍｏｃｋ组；３．实验组；Ｍ：ＤＮＡ分子标记物。

图３　　Ｓｕｒｖｉｖｉｎ的ｍＲＮＡ表达水平

２．３　ＲＴＰＣＲ检测Ｂｃｌ２和ＳｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ表达水平的变化

　对照组与 Ｍｏｃｋ组比较，Ｂｃｌ２和ＳｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ的表达水

平无明显差异；实验组与对照组、Ｍｏｃｋ组比较，中 Ｂｃｌ２和

ＳｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ的表达水平明显降低，见图３、４。

　　１：对照组；２：Ｍｏｃｋ组；３．实验组；Ｍ：ＤＮＡ分子标记物。

图４　　Ｂｃｌ２的ｍＲＮＡ表达水平

２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｂｃｌ２和Ｓｕｒｖｉｖｉｎ的蛋白表达量　实

验组中Ｂｃｌ２和Ｓｕｒｖｉｖｉｎ的蛋白表达量水平与与对照组、Ｍｏｃｋ

组比较明显下调，见图５。

　　１：对照组；２：Ｍｏｃｋ组；３：实验组。

图５　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｂｃｌ２和Ｓｕｒｖｉｖｉｎ的蛋白表达水平

３　讨　　论

ＳＴＡＴｓ是胞浆蛋白家族，在多种类型的细胞和组织中，均

发现有ＳＴＡＴｓ蛋白的表达，它不仅参与了细胞生长、分化、凋

亡等多种生理过程，而且调控炎症、肿瘤和免疫反应［４］，其中

ＳＴＡＴ３与肿瘤关系最密切的，作为白细胞介素６（ＩＬ６）信号

传递中的急性反应因子被发现。ＳＴＡＴ３同样广泛存在于多种

类型的细胞和组织中，调控细胞的增殖、分化及凋亡。有文献

报道ＳＴＡＴ３参与信号转导通路的活化与肝癌密不可分
［５］，所

以ＳＴＡＴ３可成为肝癌治疗的潜在靶点
［６］。

ＲＮＡ干扰技术可针对某些特异性的基因进行剔除或关

闭，在基因功能研究和恶性肿瘤的基因治疗等领域被广泛采

用［７］。在肝癌细胞，高表达的端粒逆转酶，ｃｍｙｃ、ｓｕｒｖｉｖｉｎ等基

因已通过ＲＮＡｉ技术被成功抑制。本研究，针对人的ＳＴＡＴ３

基因，构建了ＰＬＫＯ１ｓｈＲＮＡＳＴＡＴ３表达载体，通过ＰＣＲ、

ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ，发现ＳＴＡＴ３基因被有效抑制。流式细胞仪检

测细胞周期，发现转染ＰＬＫＯ１ｓｈＲＮＡＳＴＡＴ３表达载体后，

肝癌细胞ＳＭＭＣ７７２１多数进入ＤＮＡ合成期，Ｇ０／Ｇ１ 期细胞

比例较大，Ｓ期细胞比例较小，细胞增殖被抑制，凋亡加速
［８］。

Ｓｕｒｖｉｖｉｎ为凋亡蛋白抑制因子，仅仅在恶性肿瘤组织中特异地

表达，Ｓｕｒｖｉｖｉｎ通过ｃａｓｐａｓｅ信号通路参与调控细胞的凋亡。

Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 抑 制 Ｃａｓｐａｓｃ３ 和 Ｃａｓｐａｓｃ７ 的 活 性，直 接 作 用

ｃａｓｐａｓｅ信号通路，抑制凋亡。Ｓｕｒｖｉｖｉｎ也可通过ｐ２１间接抑制

Ｃａｓｐａｓｅ。在细胞凋亡过程中，同样发挥重要作用的是Ｂｃｌ２家

族。根据参与细胞凋亡功能的不同，Ｂｃｌ２家族分为两大类，一

类是抗凋亡的，主要有Ｂｃｌ２、ＢｃｌＸＬ、ＢｃｌＷ 等，另一类是促细

胞死亡的，主要包括Ｂａｘ、Ｂａｋ、Ｂａｄ、Ｂｉｄ等。Ｂｃｌ２是抑制细胞

凋亡的，特别是当细胞受到外界刺激时，可以保护细胞免于凋

亡［９］，很多肿瘤细胞逃避线粒体调控的凋亡，主要是由Ｂｃｌ２

表达导致［１０］。进一步通过ＲＴＰＣＲ和 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ，实验组肝

癌细胞ＳＭＭＣ７７２１中Ｂｃｌ２和Ｓｕｒｖｉｖｉｎ的 ｍＲＮＡ、蛋白表达

水平和对照组与 Ｍｏｃｋ组相比较，均明显下调。本实验发现，

通过ＲＮＡｉ技术抑制ＳＴＡＴ３基因在肝癌细（下转第１９５４页）

·２５９１· 国际检验医学杂志２０１３年８月第３４卷第１５期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ａｕｇｕｓｔ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１５



表２　　ＩＴＰ患儿外周血淋巴细胞亚群检测结果（狓±狊，％）

组别 ＣＤ３＋ ＣＤ３＋ＣＤ４＋ ＣＤ３＋ＣＤ８＋ ＣＤ１６＋ＣＤ５６＋ ＣＤ１９＋

ＩＴＰ组（狀＝５７） ６１．６９±６．１４ ３０．６８±７．４０ ２５．０２±６．７８ １３．６４±５．６７ １７．７９±４．９５

ＩＴＰＥＢ病毒感染组（狀＝４８） ５８．４０±８．１４＃ ２５．２０±５．４２＃ ２７．８０±７．０７＃ １０．４０±６．０４＃ ２２．７０±９．２８＃

对照组（狀＝５９） ６８．５５±９．２９＃ ３７．１０±７．９５＃ ２４．１２±４．８５ １１．６７±４．９２ １０．５６±１．４１＃

　　：与对照组比较，犘＜０．０５；＃：与ＩＴＰ组比较，犘＜０．０５。

３　讨　　论

随着儿童慢性难治性ＩＴＰ比例的增加，目前常规的治疗

手段对ＩＴＰ的疗效有限，亟需进一步研究ＩＴＰ病因及发病机

制以指导临床治疗。经典的ＩＴＰ发病机制是由于单核巨噬细

胞系统中自身抗体介导的血小板破坏增加、骨髓巨核细胞损伤

或功能异常使血小板减少，而Ｂ细胞产生血小板抗体是血小

板被破坏的直接原因，Ｂ细胞的激活需要自免疫 Ｔ细胞的活

化。有研究显示ＩＴＰ患儿Ｔ细胞免疫功能异常是关键
［４］，而

病毒感染造成的交叉抗原反应被认为是ＩＴＰ发病的主要原因

之一［５］。

ＥＢ病毒感染后机体可产生与正常组织蛋白发生交叉反应

的自身抗体，可使血小板相关抗体和血小板相关免疫球蛋白Ｇ

（ＰＡＩＧＧ）增高，其抗原决定簇主要位于血小板膜糖蛋白ＧＰⅡ

ｂ上，ＰＡＩＧＧ直接结合在血小板ＧＰⅡｂ，可加速循环血中血小

板的清除，引起血小板减少［６］。此外，ＥＢ病毒还可以直接破坏

巨细胞，从而抑制血小板的产生。ＥＢ病毒感染患儿 ＷＢＣ增

高提示ＥＢ病毒具有活化细胞周期，促进细胞大量增值的作

用。ＥＢ病毒感染发病机制复杂，因为Ｂ淋巴细胞上有ＥＢ病

毒受体（ＣＲ２或ＣＤ２１的糖蛋白），因此ＥＢ病毒感染后Ｂ淋巴

细胞首先累及，但Ｂ淋巴细胞并不支持ＥＢ病毒复制，而成为

“储藏库”，继之Ｔ淋巴细胞出现强烈反应，导致炎症介质的高

水平分泌（ＩＬ１、ＩＦＮ、ＴＮＦ等），从而出现Ｔ淋巴细胞的分化异

常。有文献报道活化 Ｔ淋巴细胞的凋亡相关蛋白Ｆａｓ／ＦａｓＬ

及Ｂｃｌ２表达异常，从而产生异常的细胞免疫应答是临床多样

性的基础［７］。本研究发现ＩＴＰ伴ＥＢ病毒感染患儿与无ＥＢ病

毒感染的ＩＴＰ患儿比较，ＣＤ３＋Ｔ 细胞、ＣＤ４＋／ＣＤ８＋、ＣＤ３

ＣＤ１６＋ＣＤ５６＋的ＮＫ细胞降低，ＣＤ３＋ＣＤ８＋的Ｔ细胞、ＣＤ１９＋

的Ｂ细胞升高。ＥＢ病毒感染的ＩＴＰ患儿调节性Ｔ细胞比例

降低，免疫自稳功能减弱；ＮＫ细胞降低提示其对Ｂ细胞激活、

增值、分化和抗体应答抑制能力下降，从而使Ｂ细胞异常活

化，体液免疫过强导致发病；而Ｂ细胞增高可能是抗血小板克

隆异常扩增活化的结果。综上所述，对ＩＴＰ患儿检测ＥＢ病

毒，有助于探讨ＩＴＰ的发病机制及指导临床治疗。
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胞中的表达，可以抑制肝癌细胞的增殖，促进肝癌细胞的凋亡，

因此ＳＴＡＴ３基因可成为肝癌治疗中重要的靶点。
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