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应用 ＲＮＡｉ沉默 ＳＴＡＴ３基因促裸鼠移植瘤细胞
凋亡及对 Ｂａｘ／Ｂｃｌ２基因表达的影响
王禹，张颖超，潘玉琢，赵雪俭，关文曾

（吉林大学第二医院 基本外科，吉林 长春 ４１００１１）

　　摘要：目的　应用 ＲＮＡｉ技术沉默信号转导子与转录活化子 ３（ＳＴＡＴ３）基因，探讨其对人乳腺癌
裸鼠移植瘤的细胞凋亡及其对 Ｂａｘ／Ｂｃｌ２基因表达的影响。方法　于雌裸鼠皮下种植 ＭＣＦ７细胞，

肿瘤长至一定大小时，随机分为盐水对照（Ａ）组、空质粒对照（Ｂ）组及实验（Ｃ）组。于肿瘤局部分别

注射盐水、ｐｓｉｌｅｎｃｅｒ１．０Ｕ６空质粒和 ｐｓｉｌｅｎｃｅｒ１．０Ｕ６ＳＴＡＴ３ｓｉＲＮＡ重组质粒。当 Ａ组肿瘤长至足够大

时处死全部动物，取肿瘤，测其大小及重量，行 ＨＥ及免疫组化染色，同时用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＳＴＡＴ３，

Ｂａｘ，Ｂｃｌ２基因的表达水平。结果　Ｃ组肿瘤瘤块的体积和重量明显小于 Ａ，Ｂ组（Ｐ ＜０．０１）。免疫

组化及 ＨＥ显示 Ｃ组肿瘤中心区出现大面积细胞坏死及细胞凋亡征象，ＳＴＡＴ３免疫组化呈阴性，而

Ａ，Ｂ组无此现象。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示：Ｃ组 ＳＴＡＴ３的表达明显低于 Ａ，Ｂ组（Ｐ＜０．０１），而 Ｂａｘ的表达

明显高于 Ａ，Ｂ组（Ｐ＜０．０５），各组 Ｂｃｌ２的表达水平差异无显著性（Ｐ＜０．０５）。结论　应用 ＲＮＡｉ

技术沉默 ＳＴＡＴ３基因可以降低人乳腺癌裸鼠移植瘤中 ＳＴＡＴ３的表达，同时引起 Ｂａｘ基因的表达上调，

导致细胞凋亡进而抑制肿瘤的生长。
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ｉｎａｌｌｇｒｏｕｐｓｓｈｏｗｅｄｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（Ｐ ＞０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　ＳｉｌｅｎｃｉｎｇＳＴＡＴ３ｇｅｎｅｃａｎｄｅｃｒｅａｓｅ
ＳＴＡＴ３ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ，ｉｎｃｒｅａｓｅＢａｘｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ，ｉｎｄｕｃｅｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｓｕｐｐｒｅｓｓｔｈｅｔｕｍｏｒｇｒｏｗｔｈｉｎｔｈｅ
ｈｕｍａｎｂｒｅａｓｔｃａｒｃｉｎｏｍａｍｏｄｅｌｂｙｔｈｅＲＮＡｉｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＢＲＥＡＳＴＮＥＯＰＬＡＳＩＳ／ｇｅｎｅｔ；ＡＰＯＰＴＯＳＩＳ；ＧＥＮＥＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ；ＧＥＮＥ，Ｂａｘ；ＧＥＮＥ，Ｂｃｌ２；ＲＮＡｉＴＥＣＨＮＩＱＵＥ；
ＡＣＴＩＶＡＴＥＲＳＯＦＴＲＡＮＳＣＲＩＰＩＯＮ３；ＳＩＬＥＮＣＥＳＩＧＮＡＬＴＲＡＮＳＤＵＣＥＲＳ

ＣＬＣｎｕｍｂｅｒ：Ｒ７３０．２３．１３；Ｒ７３７．９　　　　　　Ｄｏｃｕｍｅｎｔｃｏｄｅ：Ａ

　　Ｂａｘ与 Ｂｃｌ２是调控细胞凋亡的重要基因，在
肿瘤的发生发展中起重要作用。ＳＴＡＴ３介导多种
细胞因子和生长因子的信号向细胞核传导，影响靶

基因的转录，调控细胞功能，与肿瘤发生、发展及凋

亡密切相关。目前已证实在人及鼠的很多恶性肿

瘤中有 ＳＴＡＴ３的过度激活及表达，包括白血病、多
发性骨髓瘤、头颈部鳞状细胞癌、多发性黑色素瘤、

乳腺癌、前列腺癌及肺癌等［１～４］。本文应用 ＲＮＡ
干扰（ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）技术沉默 ＳＴＡＴ３基因，
探讨其对人乳腺癌裸鼠移植瘤的细胞凋亡及其对

Ｂａｘ／Ｂｃｌ２基因表达的影响。

１　材料和方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　ＢＡＬＢ／Ｃｎｕ／ｎｕ裸鼠，雌性，４
～６周龄，体重约 ２０ｇ，购于北京中国医学科学院实
验动物研究所。裸鼠饲养于恒温（２２～２５℃）、恒
定湿度的 ＳＰＦ层流罩中。经高压灭菌的标准饲料
和水供动物自由饮食。

１．１．２　试剂　ＭＣＦ７细胞株由吉林大学一院中心
研究室惠赠。培养基为 ＲＰＭＩ１６４０，含 １０％小牛
血清，ｐＨ ７．４，在 ５％ ＣＯ２，３７℃ 孵 箱 中 培 养，用
０．２５％胰酶消化传代 。ｐｓｉｌｅｎｃｅｒ１．０Ｕ６空质粒、
ｐｓｉｌｅｎｃｅｒ１．０Ｕ６ＳＴＡＴ３ｓｉＲＮＡ重组质粒由吉林大学
基础医学院病理生理教研室惠赠。ＳＴＡＴ３，Ｂａｘ和
Ｂｃｌ２多克隆抗体及辣根过氧化物酶结合的二抗购
于广州迈新公司。Ｗｅｓｔｅｒｎ所用试剂购于鼎国公司。
１．２　实验方法
１．２．１　人乳腺癌移植瘤模型的建立及分组　培
养的 ＭＣＦ７细胞经胰酶消化后离心，用 ＰＢＳ液清洗
２次；将细胞团块吹散，经台盼蓝实验证实细胞活
力≥９５％；乳腺癌细胞最终浓度为 １×１０７／ｍＬ。取
ＭＣＦ７细胞 ２×１０６个（０．２ｍＬ）接种于裸鼠背部皮
下组织内，动物继续饲养于层流罩内。待肿瘤长至

约 ７ｍｍ×４ｍｍ×４ｍｍ（约 ５０ｍｍ３）时随机分为 ３组，
即盐水对照组（Ａ组）、空质粒组（Ｂ组）、实验组
（Ｃ组），每组动物 １０只。肿瘤局部分别注射盐水
０．２ｍＬ，ｐｓｉｌｅｎｃｅｒ１．０Ｕ６空质粒和 ｐｓｉｌｅｎｃｅｒ１．０Ｕ６
ＳＴＡＴ３ｓｉＲＮＡ重组质粒；注射质粒剂量为 ２０μｇ／

只。注射局部进行电转染以提高质粒在瘤体内的

转染效率。

１．２．２　电转染方法　主要仪器为电脉冲治疗仪
（由日产 ＰＡＶ２０００Ｓ直流稳压电源、电脉冲发生器
和针状银电极三部分组成）。每组动物注射完质粒

后 １ｍｉｎ给予电脉冲。电脉冲治疗仪的参数设定：
电场强度 ６００Ｖ／ｃｍ，脉冲时值 ２０ｍｓ，次数 １次，频
率 １Ｈｚ。２根银电极插入肿瘤组织两侧，肿瘤位于
电极中央［１］。

１．３　观察项目
１．３．１　观察裸鼠生长状况、出瘤时间　肿瘤细胞
接种后，如有肿瘤生长，则每 ７ｄ观察肿瘤生长情
况。当 Ａ组肿瘤长至足够大 （约 ５００ｍｍ３）时，处
死 Ａ，Ｂ，Ｃ组全部动物，取肿瘤。测量肿瘤最大直
径及相对应的横径，根据公式 Ｖ（ｍｍ３）＝π／６×肿
瘤直径（ｍｍ）×肿瘤横径（ｍｍ），计算肿瘤大小，称
重。分别行病理学检查（１０％甲醛固定后，ＨＥ染
色）及免疫组织化学检查。

１．３．２　免疫组化技术　取瘤组织后，在 Ｃａｒｎｏｙ固
定液（无水乙醇∶三氯甲烷∶冰乙酸 ＝６∶３∶１）中固
定，梯度酒精脱水，二甲苯透明，石蜡包埋，４μｍ厚
连续切片。采用免疫组化 ＳＡＢＣ法，切片常规脱蜡
水化后，其余操作按试剂盒说明书进行。

１．３．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ印迹分析　方法参照“分子生
物克隆”。每例标本取总蛋白 ５０μｇ，上样进行 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ电泳；分离后电转移到 ＰＶＤＦ膜上；封闭后，
加入一抗（工作浓度 １∶５００）和辣根过氧化物酶结
合的二抗（工作浓度 １∶５００）；ＤＡＢ显色。利用天
能图像分析系统测定条带的光密度值（ＯＤ值）。
１．４　统计学处理

实验数据以 ｘ±ｓ表示；显著性检验采用成组设
计的 ｔ检验和方差分析。

２　结 果

２．１　裸鼠皮下移植瘤生长情况
裸鼠接种肿瘤细胞 ３ｄ后即有肿瘤生长。第 １０

～３１ｄ生长曲线显示，Ａ，Ｂ组的肿瘤生长速度显著
大于 Ｃ组（Ｐ ＜０．０１），而 Ａ，Ｂ组则无明显差别
（Ｐ＞０．０５）（图 １）。至第 ３１天时，测定肿瘤大小
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　第４期　 王禹，等：应用ＲＮＡｉ沉默ＳＴＡＴ３基因促裸鼠移植瘤细胞凋亡及对Ｂａｘ／Ｂｃｌ２基因表达的影响

和重量如下：Ａ组平均体积为（６５０±１６）ｍｍ３，平
均重量（３．０９±０．２１）ｇ；Ｂ组平均体积为（５７８±
１１）ｍｍ３，平均重量（２．８９±０．３８）ｇ；Ｃ组平均体积
为（１７０±９）ｍｍ３，平均重量（１．４３±０．１７）ｇ。Ａ，
Ｂ组均显著大于 Ｃ组（Ｐ ＜０．０１），而 Ａ，Ｂ组间差
异均无显著性（Ｐ＞０．０５）。
２．２　病理检查及免疫组化
结果显示，Ｃ组的肿瘤瘤块中心出现大面积的

细胞 坏 死 以 及 核 固 缩 等 细 胞 凋 亡 征 象，中 心 区

ＳＴＡＴ３呈阴性，周边区呈阳性表现（图 ２）；而 Ａ，Ｂ
组 ＳＴＡＴ３均呈阳性，无坏死和细胞凋亡现象。

图 １　裸鼠肿瘤生长曲线

图 ２　Ｃ组肿瘤切片 ＳＴＡＴ３的免疫组化结果

２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果
Ｃ组的 ＳＴＡＴ３表达明显减弱，光密度分析其抑

制率与 Ａ，Ｂ组比较差异有显著性 （Ｐ ＜０．０１），ｂ
ａｃｔｉｎ表 达 量 在 各 组 之 间 差 异 无 显 著 性 （Ｐ ＜

０．０５）；Ｃ组的 Ｂａｘ表达明显增强，光密度分析与 Ａ，
Ｂ组比较差异有显著性 （Ｐ ＜０．０１），而各组间
Ｂｃｌ２的蛋白表达量差异无显著性 （Ｐ ＞０．０５）
（图３）。

图 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果
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３　讨　论

乳腺癌信号传导途径在肿瘤细胞中抗凋亡和

促进分化增殖的作用越来越受到重视。其中，信

号传导转录活化蛋白家族途径的研究尤为突出。

ＳＴＡＴ３是 转 录 信 号 传 导 子 与 激 活 子 家 族 （ｓｉｇｎａｌ
ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒｓａｎｄａｃｔｉｖａｔｅｒｓｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ，ＳＴＡＴ）的重要
成员。研究发现，在肿瘤的发生过程中，由于某种

细胞因子及异常的生长因子的作用使酪氨酸激酶

（ＰＴＫ）持续激活，ＰＴＫ的持续激活导致 ＳＴＡＴ３持续
激活［６］。ＳＴＡＴ３的异常活化可促进细胞的分化增
殖，抑制细胞凋亡，有利于肿瘤细胞的发生发展及

耐化疗细胞株的出现。因此，理论上下调 ＳＴＡＴ３
蛋白可能改变 ＳＴＡＴ３信号传导通路而对肿瘤起到
治疗作用。

目前，ＲＮＡｉ技术已日趋成熟，在多种生物中，
外源双链 ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ）导入细胞中，与 ｄｓＲＮＡ同源
的 ｍＲＮＡ受到降解，其相应基因受到 抑 制，称 为
ＲＮＡ干扰［７］。ＲＮＡｉ机制可作为真核生物的基因
组免疫系统，抑制外源和内源有害基因的表达。

当前国内外的研究方向大多是将以 ＳＴＡＴ３为
靶点的 ＲＮＡｉ技术用于体外基因治疗，即通过破坏
ＳＴＡＴ３信号转导控制病变细胞的生长和增殖，增
强病变细胞对药物的系统敏感性，从而治疗肿瘤、

感染性疾病和炎症性疾病。本实验采用体内实验

方法研究 ＳＴＡＴ３对裸鼠种植人乳腺癌的影响。
本研究结果显示，肿瘤细胞移植后，荷瘤裸鼠

在层流罩中存活、生长良好，易于饲养。此模型对

肿瘤生长易于观察，为进一步实验打下基础。瞬

间高电压的电脉冲可使细胞膜上形成暂时可逆的

穿孔，即电穿孔［８］，能将目的 ＤＮＡ或 ＲＮＡ导入细
胞内。本研究应用该技术亦成功地使质粒进入肿

瘤细胞的转染效率提高。

实验结果显示，将携带 ＳＴＡＴ３的双链 ＲＮＡ质
粒导入裸鼠的移植瘤细胞内，可使瘤体生长明显

减慢，与 两 对 照 组 相 比 有 统 计 学 差 异 （Ｐ ＜０．
０１）。另外，两种染色技术还发现实验组的瘤块中
心出现大面积的细胞坏死及核固缩等细胞凋亡征

象，中心区 ＳＴＡＴ３的免疫组化呈阴性结果，周边区
呈阳性结果；而两对照组却无此现象。分析原因，

可能系由于注射局限于肿瘤中心，且剂量偏小所

致。如果采用多点注射及加大剂量，结果可能更

为显著。但本实验结果已足以说明实验组 ＳＴＡＴ３
的蛋白表达受到了明显抑制，且肿瘤细胞出现凋

亡征象。同时，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ的结果进一步表明，Ｃ
组的 ＳＴＡＴ３基因表达量显著下降，与 Ｂ组和 Ａ组
差异有显著性（Ｐ ＜０．０１），而 Ａ，Ｂ组间差异无
显著性（Ｐ ＞０．０５）。

Ｂａｘ与 Ｂｃｌ２是调节细胞凋亡的一组相对应的
基因，在细胞内以二聚体的形式存在。Ｂａｘ／Ｂｃｌ２
值是 细 胞 凋 亡 的 关 键［９，１０］。本 研 究 显 示 实 验 组

Ｂａｘ的表达显著高于对照组（Ｐ ＜０．０１），但 Ｂｃｌ２
蛋白未见明显变化。说明以 ＲＮＡ干涉技术使肿瘤
中的 ＳＴＡＴ３蛋白下调诱导细胞凋亡的过程中伴随
着 Ｂａｘ蛋白的上调。由此可以推断 Ｂａｘ蛋白表达
的上调是 ＳＴＡＴ３蛋白下调后的早期事件，从而改
变了 Ｂａｘ与 Ｂｃｌ２的比值，使 Ｂａｘ与 Ｂｃｌ２之间的
平衡被 打 破。Ｂａｘ在 结 合 了 Ｂｃｌ２之 后，余 下 的
Ｂａｘ即形成 Ｂａｘ／Ｂａｘ同二聚体，发挥其凋亡作用。

本研究说明，应用 ＲＮＡｉ技术沉默 ＳＴＡＴ３基因
可明显地抑制裸鼠移植瘤的生长，在此过程中伴

随着 Ｂａｘ基因表达的升高而促进了细胞的凋亡。
说明 ＳＴＡＴ３基因在人乳腺癌的发生、发展中可能
起着重要的促进作用。深入研究 ＳＴＡＴ３的作用机
制将为判断乳腺癌的预后及治疗提供理论基础。

同时 ＲＮＡｉ技术的应用亦为抗癌药物的开发和应
用开辟了新的途径。
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