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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）的表达增强多西他赛对人前列腺癌细胞ＤＵ１４５
的抗肿瘤作用的影响。方法：用慢病毒ｐＦＬＵＥＧＦＰｓｈＳＴＡＴ３质粒转染人前列腺癌细胞ＤＵ１４５、构建抑制ＳＴＡＴ３
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 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测两组人前列腺癌
细胞ＤＵ１４５上ＳＴＡＴ３和Ｂｃｌ－２蛋白表达，用ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ染色法测定经过多西他赛处理的已抑制ＳＴＡＴ３表达
的ＤＵ１４５细胞的细胞凋亡；成瘤实验检测采用ＳＴＡＴ３抑制与多西他赛（ＤＯＸ）联合分别注射接种于雄性免疫缺
陷小鼠（ＮＳＧ）的 ＤＵ１４５肿瘤和腹腔，观察接种２２ｄ时的小鼠体质量和肿瘤体积。结果：ｐＦＬＵＥＧＦＰＳＴＡＴ３
ｓｈＲＮＡ载体在沉默ＳＴＡＴ３基因表达后，人前列腺癌细胞 ＤＵ１４５中抗凋亡基因 Ｂｃｌ２表达下调，显著降低 ＳＴＡＴ３
和Ｂｃｌ２蛋白表达水平；抑制ＳＴＡＴ３表达后ＤＵ１４５细胞对多西他赛敏感性显著增加，凋亡细胞显著增多，对多西
他赛的敏感性提高了４倍；小鼠成瘤实验表明，接种Ｄｏｘ＋ｓｈＲＮＡ小鼠体质量和肿瘤体积明显下降，抑瘤率增加
约８０％。结论：抑制前列腺癌ＤＵ１４５细胞中ＳＴＡＴ３表达能增强多西他赛抗癌的敏感性，ＳＴＡＴ３抑制与多西他赛
联合注射接种可增强多西他赛对人前列腺癌的抗癌效果。

［关键词］抑制信号转导与转录激活因子３；前列腺癌细胞；多西他赛；细胞凋亡；敏感性
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　　雄激素剥夺疗法最初能有效治疗对雄激素有
反应的前列腺癌患者，但大多２～３年后癌症复发，
并发展成为去势抵抗性前列腺癌（ｃａｓｔｒａｔｉｏｎｒｅｓｉｓｔ
ａｎｔｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒ，ＣＲＰＣ）。目前尚无 ＣＲＰＣ的有
效治疗方法，多西他赛是第一线 ＣＲＰＣ的抗癌药，
仅约４８％患者对多西他赛治疗有效果，但会迅速
出现耐药性［１－３］。信号转导与转录激活因子 ３
（ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ３，
ＳＴＡＴ３）蛋白在许多小鼠和人肿瘤细胞呈持续性激
活状态，持续性激活的 ＳＴＡＴ３蛋白能刺激癌细胞
增殖、抗凋亡、侵袭迁移及免疫抑制等［４－７］。激活

或高表达的 ＳＴＡＴ３蛋白促进前列腺癌细胞抗凋
亡、转移和耐药性［３，８－１２］，本课题前期研究发现，用

ＳＴＡＴ３基因特异的 ｓｈＲＮＡ抑制 ＳＴＡＴ３表达后，可
阻碍ＣＲＰＣ细胞生长和侵袭迁移力，ＳＴＡＴ３靶基因
Ｂｃｌ２是一种原癌基因，它具有抑制凋亡的作用，可
以抑制由多种细胞毒因素所引起的细胞死亡。本

研究以人前列腺癌细胞ＤＵ１４５和雄性免疫缺陷小
鼠（ＮＯＤＳＣＩＤＩＬ２ｒｅｃｅｐｔｏｒｇａｍｍａｎｕｌｌｍｉｃｅ，ＮＳＧ）
为模型，观察抑制 ＳＴＡＴ３的表达对人前列腺癌细
胞ＤＵ１４５的多西他赛的耐药性的影响。

１　材料与方法

１．１　药物与试剂
多西他赛（Ｄｏｃｅｔａｘｅｌ）购自Ｓｉｇｍａ公司，人前列

腺癌ＤＵ１４５细胞购自美国 ＡＴＣＣ，１０％胎牛血清
购自Ｓｉｇｍａ公司，ＤＭＥＭ培养液购自 Ｇｉｂｃｏ公司，
ＡｎｔｉｂｉｏｔｉｃＡｎｔｉｍｙｃｏｔｉｃ购自Ｇｉｂｃｏ公司，ＲＮｅａｓｙＰｌｕｓ
ｋｉｔ购自Ｑｉａｇｅｎ公司，ｃＤＮＡ合成试剂盒（ｉＳｃｒｉｐｔ）购
自 ＢｉｏＲａｄ公司，兔抗 ＳＴＡＴ３（ｓｃ８０１９）、羊抗 β
ａｃｔｉｎ（ｓｃ１６１６）、Ｂｃｌ２（ＳａｎｔａＣｒｕｚ）、辣根过氧化物
酶标记的羊抗兔二抗（ＺＢ２３０１）、兔抗羊二抗
（ＺＢ２３０６）购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，ＥＣＬ超敏免
疫印迹检测试剂购自Ａｍｅｒｓｈａｍ公司），ＡｎｎｅｘｉｎＶ／
ＰＩ双染色法凋亡试剂盒（８８－８００７）购自美国
ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｌｉｐｏｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ，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、１×ＡｎｔｉｂｉｏｔｉｃＡｎｔｉｍｙｃｏｔｉｃ
的ＤＭＥＭ培养液，５％ ＣＯ２的３７℃培养箱中培养。
１．２．２　稳定转染 ｐＦＬＵＥＧＦＰＳＴＡＴ３ｓｈＲＮＡ细胞
株的构建 采用 ｐＦＬＵＥＧＦＰＰｕｒｏｍｙｃｉｎＳＴＡＴ３ｓｈＲ
ＮＡ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
为空白对照组（ｍｏｃｋ），方法同上。
１２３　ＳＴＡＴ３和Ｂｃｌ２蛋白表达水平　蛋白印迹
（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ）法检测，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
疫印迹检测试剂检测蛋白表达，用 ＩｍａｇｅＪ软件分
析图像强度。

１２４　细胞凋亡实验　用多西他赛处理 ｓｈＲＮＡ
组和Ｍｏｃｋ组细胞，终浓度为１０ｎｍｏｌ／Ｌ，在３７℃、
５％ ＣＯ２培养箱孵育４８ｈ，收集细胞用ＡｎｎｅｘｉｎＶ／
ＰＩ双染色法凋亡试剂盒（８８－８００７）检测细胞凋
亡，以Ｍｏｃｋ组作为空白对照，按使用说明书操作。
样品准备好后上流式细胞仪测试，数据用 ＦｌｏｗＪｏ
Ｖ６软件分析。
１２５　体内抗肿瘤实验　 在１００μＬ１×ＰＢＳ中
制备含中５×１０６的 ＤＵ１４５细胞悬浮，并接种于雄
性ＮＳＧ小鼠腹部皮下。根据公式Ｖ＝Ｌ×Ｗ２／２计
算肿瘤体积（Ｖ为体积，Ｌ为瘤体的长，Ｗ为宽）；
待瘤块长至约１５０ｍｍ３时，将ＮＳＧ鼠随机分为３组，
每组６只，分别为Ｍｏｃｋ组、多西他赛（Ｄｏｘ）＋Ｍｏｃｋ组
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及Ｄｏｘ＋ｓｈＲＮＡ组，Ｍｏｃｋ组瘤内注射空载体，Ｄｏｘ＋
Ｍｏｃｋ组瘤内注射空载体，２ｄ注射１次，０５０ｍｇ／
（ｋｇ·次），Ｄｏｘ＋ｓｈＲＮＡ瘤内注射 ｐＦＬＵＥＧＦＰ
ＳＴＡＴ３ｓｈＲＮＡ载体，后两组于接种后第 １０天、１４
天和１８天腹腔注射ＤＯＸ，剂量为１ｍｇ／（ｋｇ·次）；
第２２天，称取ＮＳＧ小鼠体质量，处死小鼠，分别测
量瘤体的Ｌ、Ｗ计算肿瘤Ｖ。
１３　统计学分析

采用Ｇｒａｐｈｐａｄｐｒｉｓｍ６０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 ｔ检验，多组单变量
实验间的差异采用单因素方差分析（Ｏｎｅｗａｙ
ＡＮＯＶＡ），不同组肿瘤体积差异采用双因素方差分
析（ＴｗｏｗａｙＡＮＯＶＡ），以Ｐ＜００５表示差异有统
计学意义。

２　结果
２１　ＳＴＡＴ３和Ｂｃｌ２蛋白表达　

结果显示 ｓｈＲＮＡ组 ＳＴＡＴ３蛋白表达水平约

为Ｍｏｃｋ组的４０％，被抑制约６０％；Ｂｃｌ２蛋白水
平约为Ｍｏｃｋ组的４０％，被下调了６０％，见图１；说
明ｐＦＬＵＥＧＦＰＰｕｒｏｍｙｃｉｎＳＴＡＴ３ｓｈＲＮＡ载体可以
通过抑制 ＤＵ１４５细胞中 ＳＴＡＴ３的表达，下调
ＳＴＡＴ３的抗凋亡靶基因Ｂｃｌ２的蛋白水平。
２２　转染后ＤＵ１４５细胞对多西他赛的敏感性

与Ｍｏｃｋ组和 Ｍｏｃｋ＋Ｄｏｘ组相比，Ｄｏｘ＋ｓｈＲ
ＮＡ的ＤＵ１４５细胞凋亡率显著增高，差异有统计学
意义（Ｐ＜００５）；抑制 ＳＴＡＴ３表达的 ＤＵ１４５细胞
对多西他赛的敏感性提高了４倍。见图２。
２３　抑制ＳＴＡＴ３增强了多西他赛抗肿瘤效果

接种第２２天，与Ｍｏｃｋ组和Ｍｏｃｋ＋Ｄｏｘ组相比，
Ｄｏｘ＋ｓｈＲＮＡ肿瘤质量明显下降，差异有统计学意义
（Ｐ＜００５）；Ｍｏｃｋ组平均的瘤体积为１６８９５ｍｍ３，
Ｍｏｃｋ＋Ｄｏｘ平均瘤体积为９０２１ｍｍ３，而ｓｈＲＮＡ＋
Ｄｏｘ的平均瘤体积为１０９６ｍｍ３，对肿瘤生长的抑
制率达到了近８０％，见图３。说明抑制 ＳＴＡＴ３增
强了多西他赛抗肿瘤效果。

（１）与ｍｏｃｋ组比较，Ｐ＜００５

图１　ＳＴＡＴ３和Ｂｃｌ２蛋白表达水平
Ｆｉｇ．１　ＰｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＳＴＡＴ３ａｎｄＢｃｌ２

（１）与ｍｏｃｋ比较，Ｐ＜００５；（２）与ｍｏｃｋ＋Ｄｏｘ比较，Ｐ＜００５

图２　转染后ＤＵ１４５细胞对多西他赛的敏感性
Ｆｉｇ．２　ＳＴＡＴ３ｓｉｌｅｎｃｉｎｇｅｎｈａｎｃｅｓｔｈｅｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆＤＵ１４５ｃｅｌｌｓｔｏＤｏｃｅｔａｘｏｌ
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（１）与ｍｏｃｋ组比较，Ｐ＜００５；（２）与ｍｏｃｋ＋Ｄｏｘ比较，Ｐ＜００５

图３　抑制ＳＴＡＴ３表达增强了多西他赛抗肿瘤效果
Ｆｉｇ．３　ＳＴＡＴ３ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎａｕｇｍｅｎｔｓａｎｔｉｔｕｍｏｒｅｆｆｉｃａｃｙｏｆＤｏｃｅｔａｘｏｌ

３　讨论

多西他赛是治疗去势抵抗前列腺癌（ＣＲＰＣ）
病人的第一线治疗药物，但这些病人迅速出现多西

他赛耐药，临床急需寻求有效的解决方法。

ＳＴＡＴ３活化可激活转录下游抗凋亡基因的表
达，抑制细胞凋亡；抑制 ＳＴＡＴ３活性可以促进前列
腺癌细胞凋亡［１３］。肿瘤干细胞标记乙醛脱氢酶

（ＡＬＤＨ）阳性的 ＤＵ１４５细胞表达高水平的磷酸化
ＳＴＡＴ３蛋白。有研究发现用 ＳＴＡＴ３抑制剂处理
ＤＵ１４５细胞后，可减少 ＡＬＤＨ阳性细胞数，诱导
ＤＵ１４５ＡＬＤＨ阳性细胞的凋亡［１４］。用小白菊内酯

抑制ＳＴＡＴ３转录活性，可诱导从多种前列腺癌细
胞株分离出的肿瘤起始细胞凋亡，并阻止他们在体

内生长［１５］。ＤＵ１４５细胞比多数前列腺癌细胞如
ＬｎＣａｐ细胞对多西他赛耐药，本研究发现，Ｄｏｘ＋
ｓｈＲＮＡ的ＤＵ１４５细胞凋亡率显著高于 Ｍｏｃｋ组和
Ｍｏｃｋ＋Ｄｏｘ组（Ｐ＜００５），抑制 ＳＴＡＴ３表达的
ＤＵ１４５细胞对多西他赛的敏感性提高了４倍，说明
ＳＴＡＴ３活性可能是ＤＵ１４５细胞对多西他赛耐药的
主要原因之一。本研究抑制 ＳＴＡＴ３基因表达后，
下调抗凋亡靶基因基因 Ｂｃｌ２的表达，增强了
ＤＵ１４５细胞对多西他赛的敏感性，凋亡细胞显著
增多，提示联合抑制 ＳＴＡＴ３蛋白表达和多西他赛
可能可增强多西他赛的抗肿瘤效果。本研究体内

抗肿瘤实验结果显示在接种后第２２天，肿瘤质量
明显下降，多西他赛对肿瘤生长的抑制率达到了近

８０％。提示抑制ＳＴＡＴ３表达能显著增强多西他赛
对人前列腺癌的抗癌效果，说明联合治疗具有较好

的协同作用。

综上所述，多西他赛联合 ｐＦＬＵＥＧＦＰＳＴＡＴ３
ｓｈＲＮＡ载体接种表现出很好的协同抗瘤效果，加
之ＲＮＡ干扰技术副作用小，表明ＲＮＡ干扰技术在
抗肿瘤治疗方面很有前景。但针对转移性癌症，如

何靶向输送ＲＮＡ干扰片段到目的组织和细胞还需
进一步的研究。
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ＢＲ，在体和离体实验表明，ＧＡＳ对ＣＣＫＢＲ阳性的
胃癌细胞株具有刺激生长的作用，停用 ＧＡＳ后这
种促增殖作用消失，而应用ＣＣＫＢＲ拮抗剂能抑制
细胞的增殖，说明这种增殖作用是通过ＣＣＫＢＲ而
发挥作用的［１０］。还有很多学者研究发现胃癌患者

胃癌组织中ＣＣＫＢＲ的含量明显高于对照正常组
织，ＣＣＫＢＲ广泛参与胃癌发生发展［１１－１２］。但本

研究结果发现慢性胃炎、肠上皮化生、非典型性增

生组ＣＣＫＢＲ表达均高于胃癌组，分别为胃癌组的
１６２、３６６、１３３倍。分析发现 ＣＣＫＢＲ表达并未
随着胃癌病程的发展逐渐降低，未见一致性，但与

ＧＡＳ的表达却有一定的一致性。因此认为ＣＣＫＢＲ
表达与胃癌的关系是可能是通过介导胃泌索促进

肿瘤细胞的生长刺激作用而实现，与ＣＣＫＢＲ受体
本身的表达量相关性不大。
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