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　　［摘要］　目的　探讨可调控ＲＮＡ干扰载体通过抑制ＳＴＡＴ３信号通路对膀胱癌细胞ＢＩＵ８７侵袭性的影响。方法　
采用受ＣＲＥ重组酶调控的ＲＮＡ干扰载体ｐＳｉｃｏ构建针对ＳＴＡＴ３的ｓｈＲＮＡ表达载体，以ｐＬＶＸＣＲＥ作为ＣＲＥ蛋白的表达
载体，将ＢＩＵ８７细胞分为 ｐＳｉｃｏｓｈＮｅｇ、ｐＳｉｃｏｓｈＮｅｇ／ＣＲＥ、ｐＳｉｃｏｓｈＳＴＡＴ３、ｐＳｉｃｏｓｈＳＴＡＴ３／ＣＲＥ４组，分别转染相应质粒，
ＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测其干扰效率，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测其侵袭能力。结果　 双酶切及测序证实载体构建正确；各
组细胞在转染重组质粒后ＥＧＦＰ的表达受 ＣＲＥ调控；ＲＴＰＣＲ结果显示 ＳＴＡＴ３的表达在干扰之后有显著降低。Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ结果显示，在无 ＣＲＥ时，ｐＳｉｃｏｓｈＳＴＡＴ３组与 ｐＳｉｃｏｓｈＮｅｇ组 ＳＴＡＴ３的表达无显著差异（Ｐ＞０．０５），在有 ＣＲＥ时，
ｐＳｉｃｏｓｈＳＴＡＴ３组ＳＴＡＴ３相对表达量下降为 ｐＳｉｃｏｓｈＮｅｇ组的（４３±４．２）％（Ｐ＜０．０５）；体外侵袭实验显示 ｐＳｉｃｏｓｈＮｅｇ组
透膜细胞数为（２０３．３３±１２．４２）／视野、ｐＳｉｃｏｓｈＮｅｇ／ＣＲＥ组（１９６．３３±１１．８５）／视野、ｐＳｉｃｏｓｈＳＴＡＴ３组（２０１．００±１６．６４）／
视野，而ｐＳｉｃｏｓｈＳＴＡＴ３／ＣＲＥ组（４２．００±３．００）／视野，较其他３组显著降低（Ｐ＜０．０１）。结论　 由可调控ＲＮＡ干扰载体
介导的ＣＲＥ依赖性ＳＴＡＴ３表达载体能降低细胞内ＳＴＡＴ３信号水平，并降低ＢＩＵ８７细胞体外侵袭迁移能力。
　　［关键词］　 ＳＴＡＴ３；ＲＮＡ干扰；ＢＩＵ８７细胞；ＣＲＥ；侵袭
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ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ．ＴｈｅｓｈＲＮＡａｇａｉｎｓｔＳＴＡＴ３ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄＳＴＡＴ３ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ａｎｄＣＲＥａｎｄ
ｓｈＳＴＡＴ３ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＳＴＡＴ３ｉｎＢＩＵ８７ｃｅｌｌｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ（Ｐ＜０．０５）．
ＴｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｍｉｇｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｅｓｓｉｎｔｈｅｐＳｉｃｏｓｈＳＴＡＴ３／ＣＲＥｇｒｏｕｐ（４２．００±３．００）ｔｈａｎ
ｉｎｔｈｅｐＳｉｃｏｓｈＮｅｇ（２０３．３３±１２．４２），ｐＳｉｃｏｓｈＮｅｇ／ＣＲＥ（１９６．３３±１１．８５）ａｎｄｐＳｉｃｏｓｈＳＴＡＴ３（２０１．００±
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　　双链ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ）导入细胞中会引起同源ｍＲＮＡ
的降解，其相应的基因受到抑制的现象称为ＲＮＡ干涉
（ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ），又称为转录后基因沉默
（ｐｏｓｔｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｇｅｎｅｓｉｌｅｎｃｉｎｇ，ＰＴＧＳ）。ＲＮＡｉ技
术近年来广泛应用于肿瘤的体内外实验研究，并逐渐

应用于临床［１－２］。ＣＲＥ／ｌｏｘＰ定位重组系统是指在
ＣＲＥ重组酶的介导下，两个邻近的Ｌｏｘｐ位点序列发生
交换重组。这为基因靶位操作创造了有利条件，被广

泛应用于建立基因敲除模型［３］。能有效发挥调控作

用的 ｐＳｉｃｏｓｈＲＮＡ表达载体即利用该原理构建，在
ＣＲＥ存在时通过重组启动 ｓｈＲＮＡ的表达。信号转导
及转录活化因子３（ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒｓａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｓｏｆ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ，ＳＴＡＴ３）是转录信号传导子与激活子家族
中的重要成员，是多种致癌信号通路的汇聚点。近年

研究［４－５］发现，ＳＴＡＴ３在肿瘤细胞中常持续激活和过
表达，其异常活化与肿瘤细胞转化、增殖和侵袭转移密

切相关。本实验拟利用ｐＳｉｃｏ构建受ＣＲＥ重组调控的
干扰载体 ｐＳｉｃｏｓｈＳＴＡＴ３，以 ｐＬＶＸＣＲＥ作为 ＣＲＥ蛋
白的表达载体，分别从基因和蛋白水平检测其受控干

扰效率，并进一步证实 ＳＴＡＴ３下调可降低 ＢＩＵ８７细
胞侵袭转移，同时也充分验证了可调控ＲＮＡ干扰载体
的实用性，为进一步拓展其应用范围奠定了基础。

１　材料与方法

１．１　质粒、细胞和主要试剂
　　ｐＳｉｃｏ和ｐＬＶＸＣＲＥ质粒由四川大学生物治疗国家重点实
验室周钦博士惠赠；质粒转化宿主菌大肠杆菌ＤＨ５α菌株和膀
胱癌细胞株ＢＩＵ８７均为本实验室保存。
　　Ｔ４ＤＮＡ连接酶、ＤＮＡ标准、ＲＴＰＣＲ试剂盒、限制性内切酶
（ＸｈｏⅠ、ＨｐａⅠ、ＳａｃⅡ、ＮｏｔⅠ）、ＤＮＡ聚合酶（ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ ＨＳ
ＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ）均为ＴａＫａＲａ公司产品；胶回收试剂盒和质粒
提取试剂盒购自 Ｏｍｅｇａ公司；转染试剂 购自 Ｒｏｃｈｅ公司；
ＤＭＥＭ细胞培养基、胎牛血清和胰酶均购自Ｇｉｂｃｏ公司；ＳＴＡＴ３
鼠单克隆抗体购自Ｂ．Ｄ公司；辣根酶标记山羊抗小鼠 ＩｇＧ二
抗以及小鼠抗 βａｃｔｉｎ单克隆抗体均购自中杉金桥公司；Ｔｒａｎ
ｓｗｅｌｌ小室购自 Ｍｉｌｌｉｐｒｏｅ公司；基质胶购自 Ｓｉｇｍａ公司；引物合
成及测序为上海Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ生物工程有限公司。

１．２　可调控ｓｈＲＮＡ干扰载体的构建及酶切鉴定
　　根据文献［６］报道的 ＳＴＡＴ３干扰序列及阴性对照 ＳＴＡＴ３
干扰序列设计并合成表达ｓｈＲＮＡ的ＤＮＡ片段。中间加入９个
碱基（ＴＴＣＡＡＧＡＧＡ）发夹序列；正义链模板的 ５′端加 Ｔ，能与
ＨｐａⅠ酶切后形成的黏性末端互补，反义链模板的 ５′端加
ＡＧＣＴ，能与 ＸｈｏⅠ酶切后形成的黏性末端互补。ＳＴＡＴ３ｓｈＲＮＡ
序列正义链：５′ＴＧＣＡＧＣＡＧＣＴＧＡＡＣＡＡＣＡＴＧＴＴＣＡＡＧＡＧＡＣＡ
ＴＧＴＴＧＴＴＣＡＧＣＴＧＣＴＧＣＴＴＴＴＴＴＣ３′，反 义 链：５′ＴＣＧＡＧＡＡＡ
ＡＡＡＧＣＡＧＣＡＧＣＴＧＡＡＣＡＡＣＡＴＧＴＣＴＣＴＴＧＡＡＣＡＴＧＴＴＧＴＴＣＡＧ
ＣＴＧＣＴＧＣＡ３′；阴性对照序列正义链：５′ＴＧＣＴＴＣＡＴＡＡＧＧＣＧ

ＣＡＴＡＧＣＴＴＣＡＡＧＡＧＡＧＣＴＡＴＧＣＧＣＣＴＴＡＴＧＡＡＧＣＴＴＴＴＴＴＣ３′，
反义 链：５′ＴＣＧＡＧＡＡＡＡＡＡＧＣＴＴＣＡＴＡＡＧＧＣＧＣＡＴＡＧＣＴＣＴＣ
ＴＴＧＡＡＧＣＴＡＴＧＣＧＣＣＴＴＡＴＧＡＡＧＣＡ３′。将合成好的引物退火
形成双链，用ＸｈｏⅠ和ＨｐａⅠ双酶切 ｐＳｉｃｏ载体，电泳回收线性
载体，在 Ｔ４ＤＮＡ连接酶的作用下与 ｓｈＲＮＡ连接，转化感受态
大肠杆菌ＤＨ５α，筛选阳性克隆，提取质粒，双酶切鉴定，阳性质
粒送测序，测序正确的重组质粒命名为ｐＳｉｃｏｓｈＳＴＡＴ３。

１．３　分组及转染
　　将对数生长期的ＢＩＵ８７细胞按每孔５×１０４个分４组接种
于２４孔板上，其中两组于２４ｈ后用转染试剂ＸｔｒｅｍｅＧＥＮＥＨＰ
ＤＮＡＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎ转染质粒 ｐＬＶＸＣＲＥ，方法参见说明
书。２４ｈ后分别转染干扰质粒。在倒置荧光显微镜下观察转
染后２４、７２ｈ的荧光表达，判断ＣＲＥＬｏｘＰ重组情况，７２ｈ后检
测其基因及蛋白水平的表达情况。

１．４　ＲＴＰＣＲ检测ｐＳｉｃｏ载体的干扰效果
　　提取细胞总ＲＮＡ，逆转录合成ｃＤＮＡ，进行ＰＣＲ检测。反
应条件：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃３０ｓ，６１℃３０ｓ，７０℃５０ｓ，共
３０个循环；７２℃再延伸 １０ｍｉｎ。ＳＴＡＴ３上游引物：５′ＡＧＡＧ
ＡＡＧＣＡＧＣＡＧＡＴＧＴＴＧＧＡＧＣＡ３′，下游引物：５′ＡＴＣＣＴＧＣＡＴ
ＧＴＣＴＣＣＴＴＧＧＣＴＣＴＴ３′，扩增片段为１９０ｂｐ；内参 βａｃｔｉｎ上游
引物：５′ＣＡＣＧＡＴＧＧＡＧＧＧＧＣＣＧＧＡＣＴＣＡＴＣ３′，下游引物：５′
ＴＡＡＡＧＡＣＣＴＣＴＡＴＧＣＣＡＡＣＡＣＡＧＴ３′，扩增片段为２９０ｂｐ。结
果用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ４．６．２分析软件进行分析。

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｐＳｉｃｏ载体的干扰效果
　　提取总蛋白，取５０μｇ总蛋白行１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ分离，电
转至 ＰＶＤＦ膜上，用含 ５％脱脂奶粉的 ＴＢＳＴ４℃封闭过夜；
４℃ 一抗（ＭｏｕｓｅＡｎｔｉＳＴＡＴ３：１∶１０００）孵育过夜，ＴＢＳＴ洗涤
２次，ＴＢＳ洗涤１次；室温二抗孵育２ｈ（兔抗鼠ＩｇＧ：１∶１０００），
ＴＢＳＴ洗膜３次；滴加等体积混合的 ＥＣＬ化学发光试剂ＡＢ液，
暗室静置 ２ｍｉｎ，ＢｉｏＲａｄ凝胶成像系统进行图像采集，使用
ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ４．６．２软件分析条带灰度值，同时设置 βａｃｔｉｎ为
内参对照。

１．６　侵袭实验
　　将４组细胞消化后，用无血清 ＤＭＥＭ调整细胞浓度为５×
１０４／ｍＬ。Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶按５０μＬ／孔均匀铺于Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室中，再
将小室放入每孔加有５００μＬ含１０％ 胎牛血清ＤＭＥＭ的２４孔
板中，每个小室加入各组细胞悬液 ２００μＬ，３７℃、５％ ＣＯ２孵育
１８ｈ。结晶紫染色，于正置显微镜下观察小室滤膜底膜下室侧
附着的细胞。选取３个视野（×２００），计数每一视野内穿过膜
的细胞数目。

１．７　统计学分析
　　利用ＳＰＳＳ１７．０统计软件对实验数据进行单因素方差分析。

２　 结果

２．１　重组质粒双酶切鉴定
　　重组质粒ｐＳｉｃｏｓｈＳＴＡＴ３经ＳａｃⅡ和ＮｏｔⅠ双酶切及２％琼
脂糖凝胶电泳分析，如图１，重组载体释放的片段（７１０ｂｐ）比空
载体释放的片段（６６０ｂｐ）大５０ｂｐ，与ｓｈＲＮＡ片段长度相符，并
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且测序结果与设计序列完全相同。
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１：双酶切重组质粒ｐＳｉｃｏｓｈＳＴＡＴ３；２：双酶切空载体 ｐＳｉｃｏ；Ｍ：ＤＮＡ
标准（ＤＬ５０００）

图１　重组质粒ｐＳｉｃｏｓｈＳＴＡＴ３的双酶切鉴定

２．２　ｐＬＶＸＣＲＥ对ｐＳｉｃｏＳＴＡＴ３ｓｈＲＮＡ干扰作用调控
　　ＣＭＶＥＧＦＰ表达盒存在于 ｐＳｉｃｏ质粒载体上的１对 Ｌｏｘｐ
位点之间，因此可以根据细胞表达荧光情况判断 ＣＲＥＬｏｘｐ重
组效果。倒置荧光显微镜下观察细胞转染后２４ｈ及７２ｈ荧光
表达情况，可见经ＣＲＥ重组后的７２ｈ细胞荧光表达明显降低
（图２）。ＲＴＰＣＲ结果表明，ＳＴＡＴ３的表达在干扰之后有显著
降低，且干扰效应受ＣＲＥ调控（图３）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，
当ＣＲＥ不存在时，ｐＳｉｃｏｓｈＳＴＡＴ３实验组与 ｐＳｉｃｏｓｈＮｅｇ组比
较，ＳＴＡＴ３的表达无显著差异（Ｐ＞０．０５）；当存在 ＣＲＥ时，
ｐＳｉｃｏｓｈＳＴＡＴ３组 ＳＴＡＴ３相对表达量下降为 ｐＳｉｃｏｓｈＮｅｇ组的
（４３０±４．２）％，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见图４。
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ＣＲＥ（＋）：转染ｐＬＶＸＣＲＥ的细胞；ＣＲＥ（－）：不转染ｐＬＶＸＣＲＥ的细胞
图２　倒置荧光显微镜观察ｐＬＶＸＣＲＥ对ｐＳｉｃｏｓｈＳＴＡＴ３质粒重组的能力
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Ｍ：标准；１：转染 ｐＳｉｃｏｓｈＮｅｇ组；２：转染 ｐＳｉｃｏｓｈＮｅｇ／ＣＲＥ组；３：转
染ｐＳｉｃｏｓｈＳＴＡＴ３组；４：转染ｐＳｉｃｏｓｈＳＴＡＴ３／ＣＲＥ组
图３　ＲＴＰＣＲ检测ｐＳｉｃｏｓｈＳＴＡＴ３介导的ＲＮＡ干扰效果
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１：转染 ｐＳｉｃｏｓｈＮｅｇ组；２：转染 ｐＳｉｃｏｓｈＮｅｇ／ＣＲＥ组；３：转染 ｐＳｉｃｏ

ｓｈＳＴＡＴ３组；４：转染ｐＳｉｃｏｓｈＳＴＡＴ３／ＣＲＥ组

图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｐＳｉｃｏｓｈＳＴＡＴ３介导的ＲＮＡ干扰效果

２．３　ｐＳｉｃｏ载体系统能有效地阻断 ＳＴＡＴ３途径并引
起细胞体外侵袭减弱

　　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞侵袭试验结果显示，转染 ｐＳｉｃｏｓｈＮｅｇ组、

ｐＳｉｃｏｓｈＮｅｇ／ＣＲＥ组 、ｐＳｉｃｏｓｈＳＴＡＴ３组的ＢＩＵ８７细胞数分别是

（２０３．３３±１２．４２）、（１９６．３３±１１．８５）／视野和（２０１．００±

１６６４）／视野，且各组间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；而转染

ｐＳｉｃｏｓｈＳＴＡＴ３／ＣＲＥ组的细胞数是（４２．００±３．００），较其他３

组显著降低（Ｐ＜０．０１）。见图５。
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Ａ：转染ｐＳｉｃｏｓｈＮｅｇ组；Ｂ：转染ｐＳｉｃｏｓｈＮｅｇ／ＣＲＥ组；Ｃ：转染 ｐＳｉｃｏ

ｓｈＳＴＡＴ３组；Ｄ：转染ｐＳｉｃｏｓｈＳＴＡＴ３／ＣＲＥ组

图５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测 ｐＳｉｃｏｓｈＳＴＡＴ３介导的 ＲＮＡ干扰引起的细胞

侵袭的改变　（结晶紫染色 ×２００）

３　讨论

　　侵袭和转移是恶性肿瘤形成的重要环节，也是其
复发和死亡的主要原因。因此，探讨膀胱癌侵袭转移

分子机制对膀胱癌患者的治疗和改善预后具有重大意

义［７－９］。本研究利用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验检测转染干
扰质粒的 ＢＩＵ８７细胞的侵袭能力改变，结果表明，在
ＣＲＥ存在时，干扰组与阴性对照组比较，ＢＩＵ８７细胞
的侵袭能力明显下降，说明 ＳＴＡＴ３基因在膀胱癌侵袭
转移中扮演着重要角色。
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　　ＳＴＡＴ３是ＳＴＡＴｓ蛋白家族中的重要成员，当细胞
外因子和炎性介质激活 ＳＴＡＴ３上游的 ＪＡＫ或 ＳＲＣ酪
氨酸激酶时，ＳＴＡＴ３被磷酸化（ｐＳＴＡＴ３），形成二聚体，
进入细胞核，参与调节多种与肿瘤细胞增殖、转化和侵

袭转移密切相关的靶基因转录活性［１０－１２］。目前，

ＳＴＡＴ３已被定义为癌基因，组成性活化 ＳＴＡＴ３以较高
水平表达于人类膀胱癌细胞中，促进细胞增殖、癌变，

抑制细胞凋亡，同时促使肿瘤的浸润和转移，且与不良

预后密切相关［１３－１４］。此外有研究［１５］发现，抑制ＳＴＡＴ３
具有旁观效应（ｂｙｓｔａｎｄｅｒｅｆｆｅｃｔ），即仅仅抑制一种细胞
的ＳＴＡＴ３，可杀灭“旁观”的、未受此抑制效应的肿瘤
细胞，因此，抑制 ＳＴＡＴ３是一种全效（ｍｕｌｔｉｃｏｍｐｏｎｅｎｔ）
的抗肿瘤策略。故本实验构建靶向 ＳＴＡＴ３的特异性
ｓｈＲＮＡ表达载体，通过 ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
ＢＩＵ８７细胞中ＳＴＡＴ３的沉默表达量，结果显示其抑制
效果明显。

　　近年来诸多具有调控功能的 ＲＮＡｉ载体的发布为
ＲＮＡ干扰技术作为基因治疗及相关基础研究提供了
更多的研究策略。通过相应的诱导机制可在特定条件

下获得高效稳定的干扰效果，本实验所采用的 ｐＳｉｃｏ
受ＣＲＥＬｏｘＰ重组酶系统调控，利用 ＲＮＡ聚合酶Ⅲ启
动子的活性与其紧凑的结构密切相关这一特性［１６］，在

Ｕ６启动子后引入改造过的 Ｌｏｘｐ序列，能在重组后被
切除的同时保持 Ｕ６启动子的活性。ｐＳｉｃｏ能在 ＣＲＥ
存在的情况下通过重组启动 ｓｈＲＮＡ的表达而产生干
扰效应。ｐＳｉｃｏ载体本身带有慢病毒骨架结构，可用于
慢病毒ＲＮＡｉ载体的构建及包装，从而获得稳定持续
的干扰效果，这是本课题下一步的研究内容。

　　综上所述，本实验利用可调控的 ｐＳｉｃｏ干扰载体
对 ＢＩＵ８７细胞的 ＳＴＡＴ３表达进行抑制，检测到
ＳＴＡＴ３信号激活的下调，并出现了较明显的侵袭转移
减弱。对ＳＴＡＴ３基因的进一步研究，可为临床监测膀
胱癌进展和预后评估提供实验依据。
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