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　　摘要：目的　探讨 ＳＴＡＴ３基因小发夹 ＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）表达质粒对胃癌 ＭＫＮ４５细胞 ＳＴＡＴ３基因的
干扰作用。方法　根据 ＳＴＡＴ３ｍＲＮＡ编码序列，设计 ＲＮＡ干扰靶点，构建 ＳＴＡＴ３基因的特异性小 ＲＮＡ

干扰质粒（ｐｓｉＲＮＡＨ１／ＳＴＡＴ３），使用脂质体转染人胃癌细胞系（ＭＫＮ４５细胞）。实验分为对照（Ａ）

组，ｐｓｉＲＮＡＨ１转染（Ｂ）组和 ｐｓｉＲＮＡＨ１／ＳＴＡＴ３转染（Ｃ）组。通过 ＲＴＰＣＲ和 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测 ＳＴＡＴ３

特异性小 ＲＮＡ干扰基因对胃癌细胞 ＳＴＡＴ３基因 ｍＲＮＡ和蛋白表达的影响。结果　ｐｓｉＲＮＡＨ１／ＳＴＡＴ３

经限制性酶切及部分序列分析证明基因插入正确，并经测序证实。将其成功转染 ＭＫＮ４５细胞后，该

细胞的 ＳＴＡＴ３ｍＲＮＡ和蛋白表达均明显下降（Ｐ＜０．０５）。结论　将成功构建的针对 ＳＴＡＴ３基因的

ｓｈＲＮＡ表达载体转染 ＭＫＮ４５细胞，能有效抑制该细胞的 ＳＴＡＴ３ｍＲＮＡ和蛋白表达，为 ＳＴＡＴ３基因靶向

治疗提供一定的实验依据。 ［中国普通外科杂志，２００８，１７（５）：４６２－４６５］
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　　信号传导及转录活化因子３（ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃ
ｅｒｓａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｓｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ３，ＳＴＡＴ３）是近年来
研究异常活跃的转录因子［１］。有研究发现，ＳＴＡＴ３
具有强烈的抑制细胞凋亡、促进细胞增殖的作用，

参与了多种恶性肿瘤的发生、发展和演进［２－３］。

然而，国内外关于 ＳＴＡＴ３在消化系统疾病中的研
究才刚起步。笔者先前的工作发现，ＳＴＡＴ３在胃
癌中呈高表达。此结论为本研究提供了理论基

础。本研究以质粒 ｐｓｉＲＮＡｈＨ１ｎｅｏ为基础，将针
对 ＳＴＡＴ３表达 ｓｈＲＮＡ（ｓｈｏｒｔｈａｉｒｐｉｎＲＮＡ）的重组质
粒转染入人胃癌细胞系 ＭＫＮ４５细胞，观察其对
该种细胞 ｍＲＮＡ和蛋白表达的抑制作用，以期为
胃癌的基因靶向治疗提供新的靶点和思路。

１　材料与方法

１．１　主要材料
限制性内切酶 Ｂｂｓ１及 Ａｓｅ１（ＭＢＩ公司），ＲＰ

ＭＩ１６４０培养基和新生牛血清（美国 Ｇｉｂｃｏ公司），
脂质体 ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００及 ｔｒｉｚｏｌ（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司），逆转录试剂盒及 ｔａｑＤＮＡ聚合酶（美国
Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司），胶回收试剂盒（日本 ＴａＫａＲａ公
司），Ｘｇａｌ和 ＩＰＴＧ（ＧｉｂｃｏＢＲＬ公 司），兔 抗 人
ＳＴＡＴ３单克隆抗体（美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司），Ｗｅｓｔｅｒｎ
所用试剂（晶美生物工程有限公司），胃癌细胞系

ＭＫＮ４５（武汉大学中国典型培养物保藏中心），
载体质粒 ｐｓｉＲＮＡｈＨ１ｎｅｏ（华中科技大学同济医
学院免疫学系提供）。

１．２　实验方法
１．２．１　设计和构建 ＳＴＡＴ３的 ｓｈＲＮＡ表达质粒　
从 ＮＣＢＩＧｅｎｅＢａｎｋ基因库中查找 ＳＴＡＴ３的基因序
列（序列号：Ｘ７５９３２），利用 ｓｉＲＮＡ设计软件在起
始密码子下游寻找符合特征的靶序列，并人工设

计合成针对 ＳＴＡＴ３的 ｓｉＲＮＡ寡核苷酸序列，正义
链 为 ５′ＴＣＣＣＴＧＴＴＣＴＣＴＡＴＣＡＧＣＡＣＡＡＴＴＣＡＡＧＡ
ＧＡＴＴＧＴＧＣＴＧＡＴＡＧＡＧＡＡＣＡＴＴ３′；反 义 链 为：５′
ＣＡＡＡＡＡＴＧＴＴＣＴＣＴＡＴＣＡＧＣＡＣＡＡＴＣＴＣＴＴＧＡＡＴＴＧＴＧＣ
ＴＧＡＴＡＧＡＧＡＡＣＡ３′。该 ｓｈＲＮＡ 的 茎 环 结 构 为
ＴＣＡＡＧＡＧ，其两侧为两段完全互补的核苷酸序列。
在以上寡核苷酸序列的 ５′端和 ３′末端引入 ＢｂｓＩ
半位点，以便于克隆。将上述序列退火形成双链

ＤＮＡ，插入酶切后的空质粒载体中。连接产物转

化 ＤＨ５α感受态细胞，挑选单菌落，聚合酶链反应
（ＰＣＲ）验证阳性克隆。为检测目的基因是否正确
插入载体及有无基因突变的产生，阳性克隆送上

海博亚生物工程有限公司测序。

１．２．２　质粒转染　胰酶消化细胞并计数。将细
胞接种于 ６孔细胞培养板，用 ２５０μＬ无血清培养
基稀释 １０μＬｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂，在５ｍｉｎ
内与稀释的质粒 ＤＮＡ混合；将复合物加入到每孔
中，在 ３７℃，５％ ＣＯ２中保温 ４８ｈ。实验分为空
白对照组（Ａ组），空白质粒 ｐｓｉＲＮＡＨ１转染组（Ｂ
组）和 ｐｓｉＲＮＡＨ１／ＳＴＡＴ３转染组（Ｃ组）３组；每
组均设 ３个复孔。
１．２．３　逆转录 －聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测
ＳＴＡＴ３ｍＲＮＡ　按 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司 Ｔｒｉｚｏｌ试剂说明使
用氯仿和异丙醇抽提总 ＲＮＡ。使用 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司
逆转录试剂盒以 ｏｌｉｇＤＴ和逆转录酶合成 ｃＤＮＡ链。
ＰＣＲ引物由应用软件 Ｐｒｉｍａ５．０设计，由上海生工
公司合成。上游引物为 ５′ＧＴＣＡＧＡＴＧＣＣＡＡＡＴＧＣ
３′；下游引物为 ５′ＣＣＴＧＧＡＧＧＣＴＴＡＧＴＧＣ３′；长度
为 ４０９ｂｐ。βａｃｔｉｎ上游引物为 ５′ＴＧＴＡＣＧＴＴＧＣ
ＴＡＴＣＣＡＧＧＣＴ３′；下游引物 为 ５′ＣＴＣＣＴＴＡＡＴＧＴ
ＣＡＣＧＣＡＣＧＡ３′；长度为 ２４８ｂｐ。ＰＣＲ反应体系
（总体积 ２５μＬ）：Ｈ２Ｏ１６μＬ，１０ｍｍｏｌ／ｌｄＮＴＰ
１μＬ，２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２２μＬ，１０×ｂｕｆｆｅｒ（缓冲液）
２．５μＬ，上、下游引物各 ０．５μＬ，ｃＤＮＡ２μＬ，Ｔａｑ
酶 ０．５μＬ。ＰＣＲ 条件：预变性 ９４℃，５ｍｉｎ，
９４℃，４５ｓ，５３℃，４５ｓ，７２℃，１ｍｉｎ；３６个循
环；延伸 ７２℃，１０ｍｉｎ。反应结束后取 ５μＬ产物
用１．５％琼脂糖凝胶（内含嗅化乙啶）电泳，紫外
灯下观察并用凝胶成像系统成像。

１．２．４　免疫印迹（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ）检测 ＳＴＡＴ３蛋白
表达　细胞经胰酶消化后，用预冷至 ４℃的裂解
缓冲液加入到经磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）漂洗第 ３天
收集的培养细胞中，冰上作用 ２０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ，
离心 ２ｍｉｎ后，上清液保存于 －２０℃。采用 Ｂｒａｄ
ｆｏｒｄ法测定蛋白质浓度，以 ５０μｇ／孔上样，１２％十
二烷基磺酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）
凝胶电泳分离，通过电转移法将蛋白质从 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ凝胶转移至硝酸纤维素膜。后者在含 ５％
脱脂奶粉的 ＴＴＢＳ中 ３７℃封闭 ９０ｍｉｎ，加入一抗
４℃孵育过夜；ＴＴＢＳ充分漂洗（１０ｍｉｎ×３次），加
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入二抗 ３７℃作用 ４０ｍｉｎ，ＴＴＢＳ充分漂洗（１０ｍｉｎ
×３次）；化学荧光法（ＥＣＬ）显色，观察结果。
１．３　统计学处理

将所有原始数据整理后，应用 ＳＰＳＳ１２．０统计
软件进行数据分析。计量资料计算均数 标准差

（ｘ±ｓ），原 始 资 料 应 用 ｔ检 验 和 方 差 分 析。
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　ｐｓｉＲＮＡＨ１／ＳＴＡＴ３重组质粒的 ＰＣＲ鉴定
挑选白色单克隆，ｐｓｉＲＮＡｈ１载体 ２个 ＡｓｅⅠ

酶切位点之间的碱基片段长约 ７６０ｂｐ，而连接后
的 ｐｓｉＲＮＡＨ１／ＳＴＡＴ３重组质粒由于 Ｂｂｓ１酶切后
缺少 １个 ＡｓｅⅠ酶切位点。故重组后的 ｐｓｉＲＮＡ
Ｈ１／ＳＴＡＴ３质粒只有 １个 ＡｓｅⅠ酶切位点，酶切后
为 １条 ２６００ｂｐ条带。因此认为用 ＡｓｅⅠ酶切
ｐｓｉＲＮＡＨ１／ＳＴＡＴ３重 组 质 粒 所 获 得 的 １ 条
２６００ｂｐ片段证明克隆成功（图 １）。
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　　图 １　ｐｓｉＲＮＡＨ１／ＳＴＡＴ３重组质粒经 ＡｓｅⅠ酶切
鉴定结果　Ｍ：ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ；１：ｐＳｉＲＮＡｈＨ／ＳＴＡＴ３
重组质粒经 Ａｓｅ１酶切后电泳结果；２：ｐＳｉＲＮＡｈＨ空
质粒经 Ａｓｅ１酶切后电泳结果

２．２　ｐｓｉＲＮＡＨ１／ＳＴＡＴ３重组质粒的测序鉴定
对 ＰＣＲ鉴定为阳性克隆的质粒测序，经过比

对，质粒中含有目的序列，确证重组质粒构建成功

（图 ２）。
２．３　半定量 ＲＴＰＣＲ结果 ＲＴＰＣＲ

检测 ＳＴＡＴ３基因 ｍＲＮＡ表达 （βａｃｔｉｎ为 内
参），扩增片段大小与所设计的大小一致，ＳＴＡＴ３
和 βａｃｔｉｎ设计扩增片段分别为 ４０９ｂｐ和 ２４８ｂｐ。
ｐｓｉＲＮＡＨ１／ＳＴＡＴ３转染 ＭＫＮ４５细胞的 ＳＴＡＴ３ｍＲ
ＮＡ的表达较 Ａ组和 Ｂ组显著下降。ＳＴＡＴ３扩增产
物的强度与内参照 βａｃｔｉｎ的比值在 Ａ，Ｂ，Ｃ组分
别为 ０．９３±０．２１，０．９０±０．２３和 ０．３３±０．２４；

Ｂ组与 Ａ组相比差异无显著性（Ｐ＞０．０５），Ｃ组与
Ａ组及 Ｂ组相比差异具有显著性（Ｐ＜０．０５）
（图３）。

图 ２　测序图
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　　图 ３　各组 ＳＴＡＴ３ｍＲＮＡ的表达　Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ组；
Ａ：对 照 组；Ｂ：ｐｓｉＲＮＡＨ１转 染 组；Ｃ：ｐｓｉＲＮＡＨ１／
ＳＴＡＴ３转染组

２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞 ＳＴＡＴ３的蛋白
表达

分析表明，内参照 ＧＡＰＤＨ为均一显影的条
带，但 ＳＴＡＴ３显影条带密度不同。其中，Ａ组和
Ｂ组细胞 ＳＴＡＴ３表达量较高，而 Ｃ组细胞 ＳＴＡＴ３
表达量则显著下降。光密度值分析结果分别为

２．００５±０．０６４，１．９９４±０．０７２，０．６６８±０．０５４，
Ｂ组和 Ａ组相比差异无显著性（Ｐ＞０．０５），Ｃ组
与 Ａ组和 Ｂ组相比差异均有显著性（Ｐ＜０．０５）
（图 ４）。
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　　图 ４　各组 ＳＴＡＴ３蛋白的表达　Ａ：对照组；Ｂ：
ｐｓｉＲＮＡＨ１转染组；Ｃ：ｐｓｉＲＮＡＨ１／ＳＴＡＴ３转染组

３　讨　论

寻找新的靶点已经成为肿瘤靶向治疗的研究

热点［４］。ＳＴＡＴ３是在研究干扰素（ＩＦＮ）信号转导
机制的过程中发现的一种转录因子，可以在外界

信号的刺激下激活并直接转入细胞核内引发相应

靶基因的转录。近年来研究发现，ＳＴＡＴ３是 ＥＧＦ，
ＩＬ２６／ＪＡＫ，Ｓｒｃ等多个酪氨酸激酶信号通道汇聚
的焦点［５－６］，它具有强烈的抑制细胞凋亡、促进细

胞增殖的作用，参与了人类恶性肿瘤的发生、发展

过程，在多种肿瘤中都有过度激活［７］。但在正常

鼠成纤维细胞及人口腔角化细胞、乳腺细胞中阻

断 ＳＴＡＴ３信号通道并不影响细胞生长［８］。故认为

阻断 ＳＴＡＴ３途径也许不会过多地损伤正常细胞的
功能。

然而，要证实抑制 ＳＴＡＴ３的表达可作为治疗
胃癌的一种方法，首先必须运用较有效的手段抑

制 ＳＴＡＴ３在胃癌细胞中的表达。ＲＮＡ干扰（ＲＮＡ
ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）是近几年发现的一种有效的基
因沉默技术，在基因功能研究、抗病毒、抗肿瘤、

药物靶点筛选和细胞信号传导通路分析中显示了

其良好的应用前景。进行 ＲＮＡｉ时，主要的效应分
子是 双 链 的、短 的、干 扰 ＲＮＡ（ｓｈｏｒｔｉｎｆｅｒｆｅｒｉｎｇ
ＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ）分子［９］。每一个 ｓｉＲＮＡ分子中的 １
条链进入到细胞质中多蛋白、ＲＮＡ诱导沉默复合
体（ＲＮＡｉｎｄｕｃｅｄｓｉｌｅｎｃｅｉｎｇｃｏｍｐｌｅｘ，ＲＩＳＣ）中，充当
定位互补 ＲＮＡ靶标的向导。一种 ＲＩＳＣ核酸酶在
与 ｓｉＲＮＡ碱基配对的区域内裂解靶标 ＲＮＡ，然后
靶标被细胞质中的核酸外切酶降解。有文献报

道，通过短发夹 ＲＮＡ（ｓｈｏｒｔｈａｉｒｐｉｎＲＮＡ，ｓｈＲＮＡ）使
目的基因失活是 ＲＮＡ干扰的有效途径［１０－１１］。

本实验针对 ＳＴＡＴ３设计 ＤＮＡ单链，退火后形
成双链，与经酶切的线性化的 ｐｓｉＲＮＡＨ１连接，通
过酶切电泳及测序鉴定，成功构建了表达 ＳＴＡＴ３
ｓｈＲＮＡ的真核表达载体。ＭｃＩｎｔｙｒｅ等［１２］检索关于

表达 ｓｈＲＮＡ的最新文献 １１７篇，８７篇报道（即
７４％的研究者）运用的方法是将互补的 ＤＮＡ单链
退火连接到载体上。因此，通过合成互补的 ＤＮＡ

单链连接到线性化载体上是表达 ｓｈＲＮＡ较可靠的
方法。笔者将构建成功的针对 ＳＴＡＴ３基因的特异
性小 ＲＮＡ干 扰 质 粒 （ｐｓｉＲＮＡＨ１／ＳＴＡＴ３）转 染
ＭＫＮ４５细胞，通过 ＲＴＰＣＲ和 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测其
对胃癌细胞 ＳＴＡＴ３基因 ｍＲＮＡ和蛋白表达的影
响，结 果 显 示 ｐｓｉＲＮＡＨ１／ＳＴＡＴ３转 染 组 细 胞
ＳＴＡＴ３的表达在 ｍＲＮＡ水平和蛋白水平均较对照
组和 ｐｓｉＲＮＡＨ１转染组明显减少，而 ｐｓｉＲＮＡＨ１
转染组细胞与对照组比较差异无显著性，说明

ｐｓｉＲＮＡＨ１／ＳＴＡＴ３具有特异性封闭 ＳＴＡＴ３ｍＲＮＡ
和蛋白表达的作用。本研究的结果为 ＳＴＡＴ３基因
靶向治疗提供了一定的实验依据；ＳＴＡＴ３有望成
为胃癌治疗中新的重要靶位。
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