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ＳＴＡＴ３反义寡核苷酸对人肺腺癌裸鼠移植瘤生长的抑制作用
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　　［摘要］　目的　探讨我们自行设计的ＳＴＡＴ３（ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ３）反义核酸（ＡＳＯＤＮ）对裸
鼠肺腺癌Ａ５４９细胞移植瘤的成瘤能力和移植瘤的抑制作用。方法　将经全硫代修饰的ＳＴＡＴ３ＡＳＯＤＮ加入到培养的
Ａ５４９细胞内，ＣＣＫ８法检测细胞生长的抑制率，然后将这种细胞接种于裸鼠颈部皮下，观察肿瘤出现的时间和肿瘤体积的变

化，并计算成瘤率。同时取未经处理的 Ａ５４９细胞接种于裸鼠颈部皮下建立移植瘤模型，待瘤结节直径大于５ｍｍ后，分为

ＳＴＡＴ３ＡＳＯＤＮ实验组、生理盐水组和无义寡核苷酸对照组。实验组用１５ｍｇ／ｋｇＡＳＯＤＮ每天１次直接瘤内注射，连续３
周，隔日测量肿瘤大小。处理３０ｄ后，剥离瘤块称质量。蛋白质免疫印迹法检测肿瘤中 ＳＴＡＴ３、ｐＳＴＡＴ３的表达。

结果　ＳＴＡＴ３ＡＳＯＤＮ显著抑制Ａ５４９细胞生长，与无义寡核苷酸组相比，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ＳＴＡＴ３ＡＳＯＤＮ
作用后的Ａ５４９细胞在裸鼠皮下成瘤能力明显降低，抑瘤率达７５．８％。在各组荷瘤动物模型中，生理盐水对照组和无义寡核

苷酸对照组的瘤体进行性增大，而ＳＴＡＴ３ＡＳＯＤＮ处理组的瘤块生长缓慢，与２个对照组相比均有差异（Ｐ＜０．０１），处理３０ｄ
后，ＡＳＯＤＮ处理组的肿瘤质量与２个对照组相比差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５），ＳＴＡＴ３ＡＳＯＤＮ处理组裸鼠 Ａ５４９细胞移

植瘤的生长明显受到抑制，抑瘤率为５１．１％。肿瘤中ＳＴＡＴ３蛋白表达水平以及磷酸化水平也明显下调。结论　ＳＴＡＴ３
ＡＳＯＤＮ能降低Ａ５４９细胞的成瘤率、抑制移植瘤生长。

　　［关键词］　反义寡核苷酸类；ＳＴＡＴ３；肺肿瘤；腺癌；肿瘤移植；抑瘤作用
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　 　ＳＴＡＴ３（ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ３）是ＥＧＦＲ、ＩＬ６／ＪＡＫ、Ｓｒｃ等多个致
癌性酪氨酸激酶信号通道的汇聚焦点，调节下游多
个靶基因如 ＢｃｌｘＬ、Ｂｃｌ２、Ｍｃｌ１、ｃＭｙｃ、ＶＥＧＦ、

Ｐ２１ＷＡＦ＼ＣＩＰ１、ＣｙｃｌｉｎＤ１等的表达，在多种肿瘤细胞和组
织中都有激活，是近年来备受关注的一个重要基因
靶点。本室在前期研究中利用自行设计的ＳＴＡＴ３
反义核酸（ＡＳＯＤＮ）的体外实验发现：在５０～３００
ｎｍｏｌ／Ｌ范围内，ＳＴＡＴ３ＡＳＯＤＮ 能极强地抑制

Ａ５４９细胞增殖，抑制 Ａ５４９细胞中ＳＴＡＴ３蛋白表
达及降低其磷酸化水平，促进其凋亡［１］。本研究在
前期研究的基础上，观察ＳＴＡＴ３ＡＳＯＤＮ对人肺癌
细胞裸鼠的成瘤能力的影响；并建立人肺癌裸鼠移
植瘤模型，观察ＳＴＡＴ３ＡＳＯＤＮ 在体内的抑瘤效
果，探讨其临床应用前景。

１　材料和方法

１．１　材料

１．１．１　ＳＴＡＴ３反义序列　设计和筛选参见文献
［１］，以细胞增殖抑制效率最高的 ＡＳ１０作为研究对
象（其序列因涉及专利，暂不公开），无义序列（ＮＳ
ＳＴＡＴ３）：５′ＧＣＴＣＣＡＧＣＡＴＣＴＧＣＴＧＣＴＴＣ
３′，各序列由上海生工生物工程技术服务有限公司
合成，全硫代修饰，聚丙烯酰胺纯化。

１．１．２　细胞株　人肺腺癌细胞株Ａ５４９由中国科学
院上海药物研究所惠赠。

１．１．３　实验动物　４周龄ＢＡＬＢ／ｃ裸小鼠，体质量

１６～１８ｇ，雄性，购于第二军医大学实验动物中心，
饲养于ＳＰＦ级无菌饲养室，自由摄取食物和水。

１．１．４　试剂　ＲＰＭＩ１６４０培养液购于Ｇｉｂｃｏ公司，
胎牛血清购于兰州民海生物工程有限公司，ＣｅｌｌＣｏｕｎｔ
Ｋｉｔ（ＣＣＫ８）为日本同仁化学研究所提供。兔源多克
隆抗ＳＴＡＴ３总蛋白抗体、鼠源单克隆抗７０５酪氨酸
磷酸化ＳＴＡＴ３（ｐＳＴＡＴ３）抗体均购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公
司；鼠源多克隆抗ＢｃｌｘＬ 抗体购自ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司，
鼠源单克隆抗βａｃｔｉｎ的抗体购自Ｓｉｇｍａ公司。辣根
过氧化物酶标记的羊抗兔二抗、兔抗鼠二抗（２００μｇ／

ｍｌ）购自上海普飞生物技术有限公司。

１．２　细胞培养　Ａ５４９细胞用含１０％胎牛血清、１００
Ｕ／ｍｌ青霉素、１００μｇ／ｍｌ链霉素的ＲＰＭＩ１６４０培养
液，于３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿度条件下培养，实验所
用细胞均处于指数生长期。

１．３　ＣＡＳＹ细胞计数分析　指数生长期细胞接种
于６孔板内，每孔细胞数约１×１０５个，按实验要求设
对照组（不加寡核苷酸，其他处理同）和不同处理组
（无义组、反义组），以４００ｎｍｏｌ／Ｌ浓度转染，４８ｈ后

以相同体积的培养液消化收集各组细胞，上ＣＡＳＹ
细胞计数分析仪（ＣＡＳＹＴＴ型，德国Ｉｎｎｏｖａｔｉｓ公
司）进行计数。

１．４　抑制成瘤实验　细胞置于２００ｍｌ培养瓶中连
续培养，待细胞长满至７０％～８０％时，分别用含浓度
为１００ｎｍｏｌ／ＬＡＳＯＤＮ、ＮＳＯＤ的培养液替代原培
养液继续培养２４ｈ，０．２５％的胰酶消化并收集细胞，
制成细胞悬液备用。２４只裸鼠分为未处理组、

ＡＳＯＤＮ组、ＮＳＯＤＮ组，每组８只，分别于颈部皮下
接种未经处理的以及分别用ＡＳＯＤＮ和ＮＳＯＤＮ处
理的细胞，细胞接种数量约１×１０７个（０．２ｍｌ细胞悬
液），以皮下结节直径大于０．５ｃｍ为成瘤标准，观察
肿瘤形成时间，计算成瘤率。接种后３０ｄ颈椎脱臼
致死，剥离肿瘤称质量。

１．５　移植瘤抑制实验　接种未经处理的Ａ５４９细胞
悬液的裸鼠待成瘤后，选３０只符合条件的裸鼠（皮
下结节直径大于０．５ｃｍ）随机分为３组：（１）生理盐
水组：每日于瘤体内多点注射０．２ｍｌ生理盐水；（２）

ＡＳＯＤＮ组：同法注射０．２ｍｌＳＴＡＴ３ＡＳＯＤＮ，给药
剂量１５ｍｇ／ｋｇ；（３）ＮＳＯＤＮ 组：同法注射０．２ｍｌ
ＮＳＯＤＮ，给药剂量１５ｍｇ／ｋｇ。各组连续给药３周，
处理后隔天用游标卡尺测量肿瘤最长径（Ｌ）和横径
（Ｓ），按Ｖ（ｃｍ３）＝０．５×Ｌ×Ｓ２计算肿瘤近似体积。
处理３周后颈椎脱臼处死动物，剥瘤称重，计算抑瘤
率。抑瘤率 （％）＝ （ＮＳＯＤＮ 组平均瘤质量 －
ＡＳＯＤＮ组平均瘤质量）／ＮＳＯＤＮ组平均瘤质量×
１００％。

１．６　蛋白质免疫印迹法检测ＳＴＡＴ３、ｐＳＴＡＴ３的表
达　取各组裸鼠移植瘤组织标本，用蛋白抽提试剂盒
抽提总蛋白，考马斯亮蓝法定量，５０μｇ总蛋白上样，
经１０％ＳＤＳＰＡＧＥＡ，转膜，含５０ｇ／Ｌ脱脂奶粉的Ｔ
ＢＳＴ封闭２ｈ，４℃过夜，加入一抗（ＳＴＡＴ３多克隆抗
体１１０００、酪氨酸磷酸化 ＳＴＡＴ３单克隆抗体

１１０００、βａｃｔｉｎ单克隆抗体１３０００），４℃孵育４ｈ，
加入二抗（１１０００），化学发光试剂盒曝光底片显影。

１．７　统计学处理　用ＳＰＳＳ１１．０软件处理数据，采用
单因素方差分析比较组间差异。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＳＴＡＴ３ ＡＳＯＤＮ 对 Ａ５４９ 细胞的抑制作
用　图１中横轴表示细胞的直径大小，纵轴表示该直
径大小的细胞数，标示线表示正常细胞直径大小的
临界值，曲线下面积表示测量该组的细胞总数，结果
可见 ＡＳ１０组的细胞数明显少于对照组和无义

ＳＴＡＴ３组（Ｐ＜０．０５），表明ＡＳ１０对Ａ５４９细胞有明
显的增殖抑制效应。
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图１　ＣＡＳＹ细胞计数仪分析高效反义ＳＴＡＴ３
对Ａ５４９细胞增殖的抑制效应

Ｆｉｇ１　ＰｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＡ５４９ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ
ｗｉｔｈＡＳ１０ＳＴＡＴ３，ＮＳＳＴＡＴ３ａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＣＡＳＹ

ＡＳ１０：Ｎｏ．１０ａｎｔｉｓｅｎｓｅＳＴＡＴ３ｇｒｏｕｐ；Ｃｏｎｔｒｏｌ：Ｎｏｎｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ＮＳ：ＮｏｎｓｅｎｓｅＳＴＡＴ３ｇｒｏｕｐ

２．２　ＳＴＡＴ３ＡＳＯＤＮ对 Ａ５４９细胞裸鼠皮下成瘤
的抑制作用　裸鼠皮下接种经不同处理的瘤细胞
后，对照组成瘤７只，ＮＳＯＤＮ组成瘤６只，ＡＳＯＤＮ
组成瘤３只。成瘤时间也存在显著差异，对照组和

ＡＳＯＤＮ组最早成瘤时间为１２ｄ，ＡＳＯＤＮ组最早成
瘤时间为１９ｄ，３组平均成瘤时间分别为１３．８、１４．２
和２２．４ｄ，前两者和后者比较差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０１），ＮＳＯＤＮ组和对照组比较差异无统计学
意义。各组皮下肿瘤的体积随时间变化而不同，

ＡＳＯＤＮ组生长最为缓慢，与对照组和ＮＳＯＤＮ组对
比，瘤体积大小差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１，表１）。
接种后 ３０ｄ 处死动物，对照组、ＮＳＯＤＮ 组 和

ＡＳＯＤＮ组肿瘤质量分别为：（５．６２±０．５４）、（５．４４±
０．６２）ｇ、（１．３５±０．２８）ｇ，ＡＳＯＤＮ 组抑瘤率为

７５．８％。

表１　裸鼠皮下接种不同处理的瘤细胞后肿瘤体积的比较

Ｔａｂ１　ＴｕｍｏｒｖｏｌｕｍｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎａｆｔｅｒｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎｏｆＳＴＡＴ３ＡＳＯＤＮａｎｄＮＳＯＤＮｔｒｅａｔｅｄＡ５４９ｃｅｌｌｓｉｎｎｕｄｅｍｉｃｅ
（珚ｘ±ｓ，Ｖ／ｃｍ３）

Ｇｒｏｕｐ ｎ
Ｔｉｍｅｔ／ｄ

１０ １５ ２０ ２５ ３０
Ｃｏｎｔｒｏｌ ７ ０．４０±０．０７ ０．６７±０．１６ ０．８８±０．２１ １．１３±０．２７ １．２１±０．３２
ＮＳＯＤＮ ６ ０．３９±０．０６ ０．６８±０．１２ ０．８５±０．１８ １．１１±０．２４ １．１８±０．３５
ＡＳＯＤＮ ３ ０．００±０．００ ０．３６±０．０３ ０．４２±０．０８ ０．４８±０．１３ ０．５７±０．１８

　ＳＴＡＴ３：Ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ３；ＡＳＯＤＮ：Ａｎｔｉｓｅｎｓｅｏｌｉｇｏｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ；ＮＳＯＤＮ：Ｎｏｎｓｅｎｓｅｏｌｉｇｏｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉ

ｄｅ．Ｐ＜０．０１ｖｓＮＳＯＤＮａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓ

２．３　ＳＴＡＴ３ＡＳＯＤＮ 对裸鼠皮下移植瘤的作
用　在裸鼠颈部皮下接种瘤细胞的第８天有肉眼可
见的瘤块形成，至接种后２周左右可形成直径０．５
ｃｍ大小的瘤块。ＡＳＯＤＮ处理后肿瘤生长缓慢，处
理后第４天瘤体积与对照组比较开始出现差异，随
着给药时间的延长差异愈发明显，至ＳＴＡＴ３处理
后第２２天差异最为显著，与生理盐水对照组和

ＮＳＯＤＮ组相比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图２、
图３）。所有实验动物在处理期间生长状态良好。
处理期末处死所有裸鼠，剥瘤称质量，对照组、

ＮＳＯＤＮ组和ＡＳＯＤＮ组肿瘤质量分别为：（６．１５±
０．５６）、（５．８８±０．６２）、（２．７４±０．３２）ｇ，ＳＴＡＴ３
ＡＳＯＤＮ组与其他２组比较差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。ＡＳＯＤＮ组抑瘤率为５１．１％。

２．４　肿瘤组织中ＳＴＡＴ３蛋白表达、磷酸化水平的
改变　由图４可见，肿瘤组织内ＡＳＯＤＮ组ＳＴＡＴ３
蛋白表达水平以及磷酸化水平均低于ＮＳＯＤＮ组和
正常对照组。

３　讨　论

　　ＳＴＡＴ３是ＳＴＡＴｓ家族中目前研究得最多的

成员。研究表明在多种肿瘤组织和细胞中ＳＴＡＴ３
呈高表达，ＳＴＡＴ３过度激活可导致多种细胞的异常
增殖和凋亡障碍，促进肿瘤的形成、发展［２］，表明

ＳＴＡＴ３信号通道可以作为肿瘤基因治疗的一个靶
位。本研究的目的在于设计并筛选出一个针对

ＳＴＡＴ３的高效反义核酸，通过体内外实验评价其对
人肺腺癌细胞的增殖抑制作用。

图２　ＳＴＡＴ３反义核酸对荷瘤裸鼠肿瘤生长的抑制作用

Ｆｉｇ２　ＩｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆＳＴＡＴ３ＡＳＯＤＮ

ｏｎｔｕｍｏｒｇｒｏｗｔｈｉｎｎｕｄｅｍｉｃｅ
ＳＴＡＴ３：Ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ３；ＡＳＯＤＮ：

Ａｎｔｉｓｅｎｓｅｏｌｉｇｏｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ；ＮＳＯＤＮ：Ｎｏｎｓｅｎｓｅｏｌｉｇｏｄｅｏｘｙｎｕ

ｃｌｅｏｔｉｄｅ．Ｐ＜０．０１ｖｓＮＳＯＤＮａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓ．珚ｘ±ｓ
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　　在前期实验中，我们设计了１０条ＳＴＡＴ３反义
序列，以ＡＳＣ作阳性对照，通过增殖抑制实验筛选
出对 Ａ５４９细胞增殖抑制效应最强的序列，筛选出

的ＡＳ１０序列转染后，对Ａ５４９细胞产生了强烈的增
殖抑制效应，在一定浓度范围内，其效应呈浓度依赖
性，并且能有效的诱导Ａ５４９细胞的凋亡［１］。

图３　各组荷瘤鼠处理后２２ｄ照片

Ｆｉｇ３　Ｔｕｍｏｒｖｏｌｕｍｅｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ２２ｄａｆｔｅｒＳＴＡＴ３ＡＳＯＤＮｏｒＮＳＯＤＮｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ＳＴＡＴ３：Ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ３；ＡＳＯＤＮ：Ａｎｔｉｓｅｎｓｅｏｌｉｇｏｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ；ＮＳＯＤＮ：Ｎｏｎｓｅｎｓｅｏｌｉｇｏｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ．

Ａ：ＡＳＯＤＮｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＮＳＯＤＮｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

图４　各组裸鼠皮下移植瘤中ＳＴＡＴ３
蛋白表达及其磷酸化水平的变化

Ｆｉｇ４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＴＡＴ３ｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｐＳＴＡＴ３

ｉｎｘｅｎｏｇｒａｆｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
ＳＴＡＴ３：Ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ３；ＡＳＯＤＮ：

Ａｎｔｉｓｅｎｓｅｏｌｉｇｏｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ；ＮＳＯＤＮ：Ｎｏｎｓｅｎｓｅｏｌｉｇｏｄｅｏｘｙｎｕ

ｃｌｅｏｔｉｄｅ．１：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２：ＡＳＯＤＮｇｒｏｕｐ；３：ＮＳＯＤＮｇｒｏｕｐ

　　本实验进一步观察裸鼠皮下接种经不同处理的

瘤细胞后，各组成瘤率、成瘤时间及肿瘤生长的速

度均不同，ＳＴＡＴ３ＡＳＯＤＮ 处理组成瘤率降低，成

瘤时间延长，肿瘤生长速度缓慢，而 ＮＳＯＤＮ 组肿

瘤生长不受明显抑制；成瘤后，ＳＴＡＴ３ＡＳＯＤＮ处

理组从肿瘤大小增长速度和肿瘤质量来看，肿瘤生

长速度受到明显的抑制；瘤组织ＳＴＡＴ３蛋白表达

水平和磷酸化水平均明显低于正常对照和 ＮＳＯＤＮ
组，表明ＳＴＡＴ３ＡＳＯＤＮ抑制移植瘤的形成具有序

列特异性和高度选择性。我们前期体外研究也证明

ＳＴＡＴ３ＡＳＯＤＮ对Ａ５４９细胞增殖抑制和促凋亡作

用与其降低细胞ＳＴＡＴ３蛋白及其下游的ＢｃｌｘＬ蛋

白表达降低、ＳＴＡＴ３蛋白磷酸化水平降低有关［１］。

因此认为：反义ＳＴＡＴ３通过抑制ＳＴＡＴ３蛋白表达

及活化，下调ＢｃｌｘＬ及其他下游抗凋亡基因如Ｂｃｌ

２、Ｍｃｌ１等的表达，进而诱导细胞的凋亡［３５］，抑制

肿瘤生长。

　　多篇文献报道，阻断ＳＴＡＴ３信号通道并不影

响正常细胞的增殖和存活［２，６］，本实验室也得到了相

似的结果。本实验在肺腺癌裸鼠移植瘤模型中，采

用局部多次给药，既可使瘤内达到较高的药物浓度，

又可减少药物的全身毒性作用，裸鼠的生长状态良

好，表明ＳＴＡＴ３有可能成为肺腺癌及其他高表达

ＳＴＡＴ３肿瘤治疗的一个新的治疗靶位。我们可以

使用不同的手段对ＳＴＡＴ３信号途径进行阻断，从

而抑制肿瘤细胞增殖，或诱导凋亡增加，以达到治疗

肿瘤的目的；如果同时联合放疗或化疗以及其他肿

瘤的杀伤手段，临床应用前景乐观。
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