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［摘　要］目的：研究抑制信号转导与转录激活因子３（ＳＴＡＴ３）表达对人前列腺癌细胞ＤＵ１４５生长的影响。方
法：用慢病毒ｐＦＬＵＥＧＦＰＳＴＡＴ３ｓｈＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）质粒转染人前列腺癌细胞ＤＵ１４５构建抑制ＳＴＡＴ３表达的稳定
细胞株作为ｓｈＲＮＡ组，转染空载体作为空白对照（ｍｏｃｋ）组，采用荧光定量聚合酶链式反应（ｑＰＣＲ）和免疫印迹
（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）方法检测ＳＴＡＴ３的ｍＲＮＡ和蛋白的表达水平，用结晶紫染色法检测抑制 ＳＴＡＴ３表达对细胞生长
的影响；用Ｍａｔｒｉｇｅｌ细胞侵袭实验检测抑制ＳＴＡＴ３表达对 ＤＵ１４５细胞迁移侵袭能力的影响。结果：与 ｍｏｃｋ组
相比，ｓｈＲＮＡ组ＳＴＡＴ３ｍＲＮＡ和蛋白表达水平显著下降，约为 ｍｏｃｋ组的１５％和２０％，ｓｈＲＮＡ组 ＤＵ１４５细胞的
生长数目明显减少，仅为空白对照组的４１．８％；ｓｈＲＮＡ组ＤＵ１４５细胞对基底膜的侵袭能力降低，抑制率为ｍｏｃｋ
组５２．９％。结论：抑制ＳＴＡＴ３表达可降低前列腺癌细胞生长和迁移能力。
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　　男性癌症死亡病例中，前列腺癌位居第２，雄
激素剥夺疗法最初能有效治疗部分前列腺癌患者，

但大多数患者２～３年后复发，最终发展为势抵抗
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ＣＲＰＣ）。对于 ＣＲＰＣ患者，尚无有效的治疗方
法［１］。信号转导与转录激活因子 ３（ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓ
ｄｕｃｅｒａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ３，ＳＴＡＴ３）是白介
素６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６，ＩＬ６）家族细胞因子、生长因子、
Ｇ偶联蛋白受体和 Ｔｏｌｌ样受体等信号通路的交汇
点［２］。许多人类恶性肿瘤中均出现持续性激活的

ＳＴＡＴ３蛋白［３－５］，诱导细胞增殖和抑制抗肿瘤免疫

反应等，导致肿瘤发生［２］；ＳＴＡＴ３蛋白在大约５０％
的原位前列腺癌细胞和前列腺癌细胞株呈持续性

激活［６］。激活或高表达的ＳＴＡＴ３蛋白促进前列腺
癌细胞抗凋亡、转移和抗肿瘤药物的耐药性［４－９］。

至今为止，研发出抑制 ＳＴＡＴ３的小分子药物毒性
太大。ＲＮＡ干扰技术的出现提供了抑制ＳＴＡＴ３基
因表达的方法。课题组前期研究用 ＳＴＡＴ３ｓｉＲＮＡ
可抑制肿瘤细胞凋亡，对正常细胞毒性小［１０］。本

研究使用表达ＳＴＡＴ３基因的发卡 ＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）慢
性病毒成功感染人前列腺癌细胞ＤＵ１４５，探讨抑制
ＳＴＡＴ３表达对人前列腺癌细胞 ＤＵ１４５的生长和侵
袭迁移能力的影响。

１　材料与方法

１１　试剂
人前列腺癌 ＤＵ１４５细胞购自美国 ＡＴＣＣ公

司，１０％胎牛血清购自 Ｓｉｇｍａ公司，ＤＭＥＭ培养液
购自 Ｇｉｂｃｏ公司，ＡｎｔｉｂｉｏｔｉｃＡｎｔｉｍｙｃｏｔｉｃ购自 Ｇｉｂｃｏ
公司，ＲＮｅａｓｙＰｌｕｓｋｉｔ购自Ｑｉａｇｅｎ公司，ｃＤＮＡ合成
试剂盒（ｉＳｃｒｉｐｔ）购自 ＢｉｏＲａｄ公司，兔抗 ＳＴＡＴ３
（ｓｃ８０１９）、羊抗 βａｃｔｉｎ（ｓｃ１６１６）、辣根过氧化物
酶标记的羊抗兔二抗（ＺＢ２３０１）及兔抗羊二抗
（ＺＢ２３０６）购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，Ｌｉｐｏｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，聚凝胺购自Ｓｉｇｍａ公司。
１２　方法
１２１　细胞培养及处理　人前列腺癌 ＤＵ１４５细
胞在含 １０％胎牛血清、ＡｎｔｉｂｉｏｔｉｃＡｎｔｉｍｙｃｏｔｉｃ的
ＤＭＥＭ培养液，５％ ＣＯ２的３７℃培养箱中培养。
１２２　稳定转染 ｐＦＬＵＥＧＦＰＳＴＡＴ３ｓｈＲＮＡ细胞
株的构建　采用 ｐＦＬＵＥＧＦＰＳＴＡＴ３ｓｈＲＮＡ质粒，
转染前１８～２０ｈ，将２９３Ｔ细胞用含１０％胎牛血清
的ＤＭＥＭ培养液传代，待细胞长至７０％ ～８０％时
换无抗生素 ＤＭＥＭ培养液，按空白载体或目的质
粒进行三包装系统与脂质体转染，室温静置

２０ｍｉｎ，加入２９３Ｔ细胞，培养４８ｈ收集上清，２０００ｒ／
ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，收上清，即为表达 ＳＴＡＴ３ｓｈＲＮＡ

慢病毒悬浮液，加培养基按 １∶１比例稀释 ＳＴＡＴ３
ｓｈＲＮＡ慢病毒悬浮液，加入聚凝胺至终浓度为
８μｇ／ｍＬ后。室温静置１５ｍｉｎ，缓慢加入目的细胞
ＤＵ１４５，５％ ＣＯ２、３７℃培养箱１８ｈ，更换培养液，继
续培养６０ｈ，收集细胞，用流式细胞仪分选出荧光
ＧＦＰ阳性细胞作为ｓｈＲＮＡ组。采用转染空载体作
为空白对照（ｍｏｃｋ）组，方法同上。
１２３　ＳＴＡＴ３ｍＲＮＡ表达水平　实时荧光定量聚
合酶链式反应（ｑＰＣＲ）方法，采用ＲＮｅａｓｙ试剂提取
细胞总ＲＮＡ，按 ｉＳｃｒｉｐｔ反转录试剂盒说明书合成
ｃＤＮＡ，用 ｑＰＣＲ检测 ＳＴＡＴ３ｍＲＮＡ表达水平。用
ＰｒｏｂｅＦｉｎｄｅｒＶｅｒｓｉｏｎ２４５（Ｒｏｃｈｅ）软件设计探针 －
引物，探针购自 ＵｎｉｖｅｒｓａｌＰｒｏｂｅＬｉｂｒａｒｙ（ＵＰＬ），人
ＳＴＡＴ３上 游 引 物 序 列 为 ５′ＣＴＧＣＣＴＡＧＡＴＣＧ
ＧＣＴＡＧＡＡＡＡＣ３′，下游引物序列为 ５′ＣＣＣＴＴＴＧ
ＴＡＧＧＡＡＡＣＴＴＴＴＴＧＣ３′，内参照 ＴＡＴＡｂｏｘｂｉｎｄｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ（ＴＢＰ）采用 Ｒｏｃｈｅ’ｓＲｅｆｅｒｅｎｃｅＡｓｓａｙｓ。
ｑＰＣＲ反应条件为９５℃３０ｓ，９５℃５ｓ、６０℃３０ｓ
（４０个循环）。采集待测基因和内参照ＴＢＰ的荧光信
号值，计算ΔΔＣｔ及相对含量（ＲＱ），ＲＱ＝２!ΔΔＣｔ。
１２４　ＳＴＡＴ３蛋白表达水平　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ方法，
收集细胞，提取总蛋白。ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳
分离蛋白，将蛋白转移到 ＰＶＤＦ膜上，常规一抗和
二抗孵育后，ＥＣＬ超敏免疫印迹检测试剂 （Ａｍｅｒ
ｓｈａｍ公司）检测蛋白表达，用ＩｍａｇｅＪ软件分析图
像强度。

１２５　结晶紫染色　细胞生长４８ｈ，收集细胞、
１００％ 甲醇固定５～１０ｍｉｎ，０１％ 结晶紫染色细胞
１５～２０ｍｉｎ（以上步骤均用三蒸水温和地漂洗细胞
３次）及室温自然烘干。显微镜照相，计数细胞数
目。取１０个照片视野细胞取平均作为每个样品的
细胞数。

１２６　Ｍａｔｒｉｇｅｌ细胞侵袭实验　 使用 ＢＤＢｉｏ
ＣｏａｔＴＭＭａｔｒｉｇｅｌＴＭＩｎｖａｓｉｏｎＣｈａｍｂｅｒｓ（３５４４８０）培养
系统，按说明书进行操作。用迪夫快速染色液

（ＤｉｆｆＱｕｉｋｋｉｔ）染色，显微镜照相，计数侵袭细胞。
取１０个照片区域细胞取平均即为每个样品的侵袭
细胞数。

１３　统计学分析
采用Ｇｒａｐｈｐａｄｐｒｉｓｍ６０自带统计分析软件处

理数据，每组实验重复３次，数据均以均数 ±标准
差（ｘ±ｓ）表示。两组差异采用采用 ｔ检验。Ｐ＜
００５表示差异有统计意义。
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２　结果

２１　ｐＦＬＵＥＧＦＰＳＴＡＴ３ｓｈＲＮＡ对 ＳＴＡＴ３表达的
影响

与ｍｏｃｋ组相比，ｓｈＲＮＡ组ＳＴＡＴ３ｍＲＮＡ和蛋
白水平显著下降，约为 ｍｏｃｋ组的１５％和２０％（图
１），说明表达载体 ｐＦＬＵＥＧＦＰＳＴＡＴ３ｓｈＲＮＡ可以
有效干扰ＤＵ１４５细胞中ＳＴＡＴ３的转录和翻译。
２２　抑制ＳＴＡＴ３后ＤＵ１４５细胞的数目

与ｍｏｃｋ组相比，ｓｈＲＮＡ组ＤＵ１４５细胞的数目
明显减少，仅为 ｍｏｃｋ组的 ４１８％（图 ２）。说明
ｐＦＬＵＥＧＦＰＰｕｒｏｍｙｃｉｎＳＴＡＴ３ｓｈＲＮＡ干扰 ＳＴＡＴ３
的基因表达可以有效抑制 ＤＵ１４５细胞生长。
２３　抑制ＳＴＡＴ３后 ＤＵ１４５细胞基底膜的迁移侵
袭能力

ＭａｔｒｉｇｅｌＩｎｖａｓｉｏｎ培养系统结果显示，ｓｈＲＮＡ
组ＤＵ１４５细胞对基底膜的侵袭能力低于ｍｏｃｋ组，
抑制率为ｍｏｃｋ组５２９％（图３），说明抑制 ＳＴＡＴ３
表达能影响ＤＵ１４５细胞的迁移侵袭能力。

（１）与ｍｏｃｋ组比较，Ｐ＜００５；Ａ为ＳＴＡＴ３ｍＲＮＡ，Ｂ为ＳＴＡＴ３蛋白

图１　ＳＴＡＴ３ｍＲＮＡ和蛋白表达水平
Ｆｉｇ．１　ｐＦＬｕｓｈＳＴＡＴ３ｓｉｌｅｎｃｅｄＳＴＡＴ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

３　讨论
前列腺癌患者多数复发后发展为 ＣＲＰＣ，难以

治愈，死亡率高［１］。多西他赛是ＣＲＰＣ患者第一线
抗癌药物，但患者迅速出现耐药。对于如何有效抑

制ＣＲＰＣ细胞生长是目前亟待解决的问题。本研
究以人前列腺癌细胞 ＤＵ１４５为研究对象，用
ＳＴＡＴ３基因特异的 ｓｈＲＮＡ抑制 ＤＵ１４５细胞的
ＳＴＡＴ３表达后对ＤＵ１４５细胞的生长和侵润能力的
影响。

有研究表明持续性激活的 ＳＴＡＴ３蛋白促进前
列腺癌起始细胞和前列腺癌分化细胞的生长。

ＤＵ１４５细胞表达肿瘤干细胞标记乙醛脱氢酶（ＡＬ
ＤＨ），并且 ＡＬＤＨ阳性的 ＤＵ１４５细胞表达高水平
的磷酸化ＳＴＡＴ３蛋白。用ＳＴＡＴ３抑制剂肉盘菌内
酯（ｇａｌｉｅｌｌａｌａｃｔｏｎｅ）处理ＤＵ１４５细胞后，能抑制ＡＬ
ＤＨ阳性细胞生长［１１］。用小白菊内酯抑制 ＳＴＡＴ３
转录活性，可阻止多种前列腺癌细胞株分离出的肿

瘤起始细胞在体内生长［１２］。笔者的前期研究发现

ＳＴＡＴ３活化能促进前列腺癌细胞的肿瘤繁殖潜
力［７］，有研究发现抑制ＳＴＡＴ３基因后，细胞生长速
度显著下降。此外，ＳＴＡＴ３活性促进前列腺癌细胞
转移，抑制其活性则降低前列腺癌细胞的迁移能

力［８－９］。本研究结果显示与空白对照组相比，ｓｈＲ
ＮＡ组ＳＴＡＴ３ｍＲＮＡ和蛋白水平显著下降，约为空
白对照组的１５％和２０％，ｓｈＲＮＡ组ＤＵ１４５细胞的
数目明显减少，仅为空白对照组的４１８％；ｓｈＲＮＡ
组ＤＵ１４５细胞对基底膜的侵袭能力降低，抑制率
为空白对照组５２９％，说明表达载体 ｐＦＬＵＥＧＦＰ
ＳＴＡＴ３ｓｈＲＮＡ可以有效干扰 ＤＵ１４５细胞中 ＳＴＡＴ３
的转录和翻译，能有效抑制 ＤＵ１４５细胞生长，消弱
了ＤＵ１４５细胞的侵袭迁移能力。下一步将检测
ＳＴＡＴ３基因特异的 ｓｈＲＮＡ是否能增强多西他赛对
ＣＲＰＣ抗癌效果。
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　１１期 张启芳等　抑制信号转导与转录激活因子３对人前列腺癌细胞ＤＵ１４５生长的作用研究


