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RNAi沉默STAT3基因对人卵巢癌 SKOV3细胞增殖和凋亡 

的影响 
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【摘 要】目的：探讨应用 RNAi技术沉默信号转导与激活因子3(Signal transducers and activators of transcription 3，STAT3)基因 

对人卵巢癌 SKOV3细胞的影响。方法：根据 siRNA(Small interference RNA，siRNA)设计原则 ，结合 pSileneer2．1一U6一neo质粒特 

点，针对 STAT3基因设计并合成 2条寡聚 DNA片段 ，退火后克隆入 pSilencer2．1-U6一neo质粒，应用脂质体将重组质粒转 

染 SKOV3细胞。通过 RT—PCR及 Western blot检测 STAT3基因不同水平的表达，采用 MTr实验、流式细胞仪检测细胞增殖、凋 

亡的变化。结果：目的 siRNA实验组细胞 STAT3蛋白及 mRNA表达水平均明显下降，细胞增殖能力显著降低 ，而细胞凋亡率则 

显著升高。结论：应用 RNAi技术沉默 STAT3基因可以降低卵巢癌 SKOV3细胞 STAT3的表达，进而抑制细胞的生长、增殖及诱 

导细胞的凋亡。 
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Effects of RNA interference targeting STAT3 gene on proliferation and 

apoptosis of SKOV3 cells 

HANjian—qiu，et ol 

(Department ofPostgraduate，North China Coal Medical College) 

【Abstract]Objective：To investigate the inhibition of SKOV3 cell by applying RNAi technique to silence signal transducers and activators 

of transcription 3 (STAT3)gene．Methods：shRNA templates Was designed on the basis of STAT3 gene sequence and was cloned into 

pSilencer2．1-U6-neo vector．The resultant plasmid was transfected into SKOV3 cells with Lipofectamine 2000．The STAT3 protein and 

mRNA were detected by Western blot and RT-PCR，respectively．The cellular growth activity was assayed by M]T，and the apoptosis was 

tested by flow cytometry．Results：STAT3 protein and mRNA expression in target siRNA group were decreased，respectively．In target 

siRNA group，cell proliferation was inhibited obviously and apoptosis rate increased significantly．Conclusion：Silencing STAT3 gene by 

the RNAi technology can decrease the expression of STAT3 gene，suppress the growth and proliferation of SKOV3 cell，and induce 

apoptosis of SKOV3 cel1． 
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信号转导及转录活化因子(Signal transducers and activa— 

tors oftranscription，STATs)是细胞因子和生长因子受体信号的 

下游效应物，在细胞核内与特异性的 DNA启动子结合，调节 

相关基因的表达⋯。STAT3是一种关键的信号转导与转录激 

活蛋白，在肿瘤的发生和发展中起重要作用口，已被确认为是 

癌基因。近年来研究发现，STAT3信号传导通路在多种肿瘤 

组织中均有过度激活，影响肿瘤的生长、凋亡 、侵袭及转移 

等[31。因此如何抑制 STAT3是异常表达 STAT3肿瘤治疗的关 

键所在_l_。本研究利用 RNA干扰(RNA interference，RNAi)技 
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术，以 pSlinlencer2．1一U6一neo载体中的 u6为启动子，STAT3 

为靶基因 ，构建 STAT3一siRNA表达载体 ，转染人卵巢癌 

SKOV3细胞。观察其对 SKOV3细胞中 STAT3表达的抑制效 

应，并进一步观察其对SKOV3细胞增殖和凋亡的影响，探讨 

其作为治疗卵巢癌新的基因靶位的可行性。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

质粒 pSilencer2．1一U6一neo购 自Ambion公司；DH5 Ot购 

自清华天为时代；凝胶回收试剂盒，质粒大提取试剂盒，质粒 

小提取试剂盒购自Qiagen公司；SKOV3细胞购自武汉典型 
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生物保藏中心；各种工具酶为大连 Takara生物公司产品 ； 

STAT3单克隆抗体购 自Santa CFllS公司；FITC—annexin V凋 

亡试剂盒，cDNA逆转录试剂盒 ，Lipofectimane 2000脂质体转 

染试剂盒均购自Invitrogen公司；PCR引物和 shRNA表达载 

体插入片段的寡核苷酸链由北京奥科生物公司合成。 

1．2 方法 

1．2．1 STAT3特异性 shRNA转录模板的设计及合成 从 

GeneBank获取 STAT3人全长 cDNA序列(NO．003150)，参考 

相关文献㈣，根据 siRNA设计的技术要求 ，寻找干扰 RNA的 

靶序列。设计的寡核苷酸序列 5’端和 3’端分别引入两个酶 

切位点，加入 9 bp的loop环结构，3’末端加有转录终止信号 

|rJTrrr。采用 国际通用 的与所有基因均无 同源性序列的 

non—target siRNA为阴性对照。合成一对互补并编码短发状 

siRNA的寡核苷酸链序列如下 ：STAT3正义 5’一GATCCAT 

CCAGAGTCACTGGAAG I ITCAAGAGAAGTTCCAGTGACTC 

TGGA1TlT几 rrGTCGACA一3’．反 义 5’一AGCTTGTCGACAAA 

AAAATCCAGAGTCACTGG AACTFCTCqTGAAAGTYCCAGT— 

GACTCTGGATG一3’。 阴性对照 正义 5’一GATcc ITrCTCCG 

AACGTCTCACG1TITCAAGAGAACGTCCACGTTCGGAGAAT 

1Tl 兀TrGTCGACA一3’．反 义 5’一AGCqq'GTCGACAAAAAATFC 

TCCGAACGTGTCACGTrCTCqTGAAACGTGACACG ITrCGGA 

GAAG一3’。 

1．2．2 重组质粒的构建和瞬时转染 合成的两条互补寡核 

苷酸链在退火缓冲液作用下退火 ，用 _r4连接酶连接于经双 

酶切(Hind m、BamH I)的质粒 pSileneer2．1-U6一neo中，连 

接产物转化感受态大肠杆菌 DH5 ，随机挑取菌落 ，接种于 

LB培养液中，振荡过夜，碱裂解法快速抽提质粒。取对数生 

长期的 SKOV3细胞接种于 6孔板 ，密度达 80％时，用 Lipo— 

fectamine2~~~转染重组质粒 ，转染 6 h以后更换含 200 mg／L 

FBS培养液继续培养 48 h。500 ml的G418筛选 3周 ，收 

集 G418抗性细胞。无干预措施的 SKOV3正常对照组简称 

SKOV3；转染空质粒的空载体对照组简称 SKOV3m：；转染 

pSilencer2．1一U6一neo—nonspecific质粒 的非特异 siRNA对照 

组简称 SKOV3 ；转染 pSilencer2．1一U6一neo—STAT3质粒的目 

的 siRNA实验组简称 SKOV3 。 

1．23 RT—PCR检测 STAT3 mRNA表达 提取 RNA所用的 

所有塑料制品须用 0．1％DEPC水溶液浸泡过夜，高压灭菌。 

使用 Trizol试剂提取细胞总 RNA，参照 Invitrogen公司说明 

使用逆转录试剂盒将 mRNA逆转录为 cDNA，选择 GADPH 

作为内参照。STAT3引物序列为：上游 5’一CCCATACCTGAA 

GACAAGTITATC一3’，下游 5’一TGGAAATAATGGTGAAGGT 

GCTG一3’，合成产物为 125 bp。GADPH引物序列为：上游 5’ 

一 CATCTFCTrITITrGCGTCGCCA一3’，下游 5’一TCGCCCCACTrG 

ATITFGG一3’，合成产物为 315 bp。PCR循环参数为：95℃预 

变性 3 min，然后 95℃30 s、52~C 45 s、72oC 45 s，35个循环后 

再 72℃延伸 7 min。产物经 2％琼脂糖凝胶电泳，UVP凝胶成 

像系统扫描电泳结果。 

1．2．4 Western blot检测 STAT3蛋 白表达 收集细胞 ，裂解 

缓冲液提取细胞总蛋白，定量后(Bradford)，取20 g上样，进 

行 SDS—PAGE电泳，分离后电转移至硝酸纤维素膜上，封闭 

后，加入 STAT3(1：400)单克隆抗体及 HRP标记的二抗 ．．ECL 

发光压片显色，以 B—aetin蛋白作为内参照，用 LabWork 3．0 

UVP软件进行条带的光密度积分值分析。 

1．2．5 M1Tr法检测细胞增殖能力 血清培养基调制细胞浓 

度为 5×10s个／ml接种于 96孑L培养板 ，每组细胞设 3个平行 

孑L。细胞贴壁后，加入无血清培养液 12 h，使细胞同步化。更换 

含 100mg／LFBS培养液继续培养72 h。各孑L加入 20 l浓度 

为 5 mg／ml的 M1Tr，孵育 4 h，弃培养液 ，每孑L加人 150 l 

DMSO，用酶标仪测定 490 nm波长处每孑L的吸光度(A)值。细 

胞增殖率 =(实验组平均 A值 )／(对照组平均 A值)x 100％。 

1．2．6 流式细胞仪检测细胞凋亡率 实验操作按照 FITC— 

annexin V凋亡试剂盒说明书进行。将低氧培养后细胞用 PBS 

洗 1次 ，在 0．5 ml结合缓冲液中加入 6 l FITC—annexin V及 

20 l的 PI，室温下避光孵育 15 min，上流式细胞仪进行分 

析，每份样品检测 1×10 个细胞。 

1．2．7 统计学处理 实验数据以 ±s表示，采用 SPSS．11．5 

统计软件分析，多组间差异采用单因素方差分析 ，两组间比 

较采用 LSD法。 

2 结 果 

2．1 RT—PCR检测 STAT3 mRNA表达 

SKOV3、SKOV3 、SKOV3 和 SKOV3 组细胞 STAT3 

mRNA PCR检测见图 1，各组细胞 STAT3 mRNA检测结：果分 

别为：0．42％±0．04％、0．47％±0．05％、0．44％±0．04％和0．27％ 

±0．04％。单因素方差分析 F=13．041，P=0．002。SKOV3、SKOV3w~、 

SKOV3 的 STAT3 mRNA水平 3组之间比较 ，差异无统计学 

意义，P值分别为 0．190、0．582、0．415；而 SKOV3 组 STAT3 

mRNA水平与 3对照组比较 ，显著降低，差异均有统计学意 

义，P值分别为 0．003、0．000、0．001。 

2．2 免疫印迹检测 STAT3蛋白表达 

SKOV3、SK0V3 、SKOV3 和 SKOV3 组细胞 STAT3 

蛋白检测见图 2，各组细胞 STAT3蛋白检测结果分别为：0A9％ 

±0．06％ 、0．52％ ±0．06％ 、0．54％ ±0．05％和 0．32％ ±0．05％。 

单因素方差分析 F=9．926，P=0．005。SKOV3、SKOV3w~：、SKOV3Ns 

的 STAT3蛋白表达 3组之间比较，差异无统计学意义， P值 

分别为 0．525、0．300、0．669；而 SKOV3 组 STAT3表达水平 

与 3对照组比较 ，显著降低，差异均有统计学意义 ，P值分别 

为 0．005、0．002、0．001。 

2．3 MTF法检测细胞增殖变化 

SKOV3、SKOV3w~、SKOV3 和 SKOV3 组细胞增殖率 

分 另1为 ：4．06％ ±0．42％、4．15％ ±0．51％、4．23％ ±0．54％和 

3．01％±0．47％。单因素方差分析 F--4．145，P=-0．048。结果显示 

SKOV3、SKOV3~c、SKOV3 的增殖率 3组之间比较 ，差异无 

统计学意义 ，P值分别为 0．827、0．680、0．846；而 sK0v3 组 

增殖率与 3对照组比较，显著降低，差异均有统计学意义，P 

值分别为0．030、0．021、0．015。 
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2．4 流式细胞仪检测细胞 凋亡 

SKOV3、SK0V3 ：,SKOV3 和 SKOV3 组细胞凋亡检 

测见图 3，各组细胞凋亡率分别为：l1．01％±1．65％、l1．29％ 

±1．72％、10．59％±1．64％和 17．32％±1．75％。单因素方差分 
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图 1 细胞 STAT3mRNAPCR检测图 
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析 F=13．194．P=-O．002。结果显示 SKOV3、SKOV3m：,SKOV3 

凋亡率 3组之间比较，差异无统计学意义 ，P值分别为0．844、 

0．769、0．626；而SKOV3~ 组凋亡率与 3对照组比较，显著增 

加 ，差异均有统计学意义，P值分别为 O．002、0．002、0．001。 
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图2 细胞 STAT3蛋白Western印迹结果 

SKOV3 组 

图 3 流式细胞仪检测 SKOV3细胞调亡图 

卵巢癌作为女性生殖系统死亡率居首位的恶性肿瘤，其 

治疗效果在近数十年中仍不理想．5】，5年存活率徘徊在 25％ 

～ 30％。STAT3基因是近年来发现的凋亡抑制基因，具有抑制 

凋亡和参与细胞周期调控的双重功能。STAT3广泛表达于不 

同类型的细胞和组织中，其信号传导通路与肿瘤增殖分化 、 

细胞凋亡 、新血管生成和免疫逃避密切相关[61。该通路持续激 

活可导致细胞异常增殖和恶性转化。目前，已在乳腺癌、卵巢 

癌 、头颈部鳞状细胞癌 、前列腺癌等多种恶性肿瘤中发现 

STAT3基因的过度表达。如果能够设法阻断癌细胞内STAT3 

基因的表达，定会大大减弱癌细胞增殖能力同时减弱凋亡抑 

制。 

RNAi现象是由与靶基因序列同源的双链 RNA(Dou— 

bte—stranded RNA，dsRNA)引发的体内序列特异性基因转录 

后的基因沉默过程 ，能触发某种转录后监控程序，导致特定 

mRNA单链的降解。RNAi技术具有特异、高效、简便快捷和 

siRNA可在细胞问转移等特点。它是通过核酸酶将双链 RNA 

(dsRNA)切割成 21～25 nt的 siRNA，由siRNA介导识别并靶 

向切割同源性 mRNA分子而实现。RNAi机制可作为真核生 

物的基因组免疫系统 ，抑制外源和内源有害基因的表达。应 

f l J RNAi技术可以特异性的抑制癌基因、癌相关基因或突变 

}
． fq的过度表达，从而使这类基因保持静默或休眠状态。有 

5B 07-07—23．()o2 

Anenxiv V FITC 

SKOV3 组 

研究报道 ，应用 RNAi技术沉默 STAT3基因，能够抑制某些 

癌细胞增殖功能和诱导凋亡 I 1。汪光蓉等【l2研 究发现，RNAi 

能特异，高效的抑制小鼠体内HBV的复制和表达。Song~l'，I 

利用 RNAi技术在病毒性肝炎的治疗方面也取得了很好的 

效果。目前有体外化学合成、体外转录(应用 启动子)和应 

用 DNA载体体内转录 3种方式生成 siRNA。RNAi技术已经 

成为一种功能强大的 、选择性抑制特异基因表达的工具 ，它 

为肿瘤的基因治疗开辟了新的途径㈣。 

本研究成功构建针对 STAT3基因的短发夹状 RNA(Short 

hairpin RNA，shRNA)表达载体 ，脂质体介导转染 SKOV3细 

胞。Western blot显示人卵巢癌 SKOV3细胞巾STAT3蛋白表 

达被明显抑制；RT-PCR检测结果显示 STAT3 mRNA的表达 

水平明显下降；M1Tr和流式细胞仪检测结果显示，SKOV3细 

胞的增殖率明显减慢而凋亡比例显著升高。本实验初步证实 

了以STAT3为目的基因，通过 RNAi技术可特异性地抑制其 

在人卵巢癌 SKOV3细胞中的过度表达及诱导肿瘤细胞凋 

亡，有可能成为未来卵巢癌治疗的潜在性靶点。但是．将其真 

正应用于临床尚待时 日，相信随着 RNAi技术的日益成熟 。它 

将成为卵巢癌基因治疗的强大武器。 
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内质网应激在高脂血症大鼠心肌细胞凋亡中的作用 

周 平 ，张 彬 ，翟福利 ，李法琦 ，常晓东 ，甘 华 

(1．重庆医科大学附属第一医院老年病科，重庆 400016；2．重庆医科大学附属第一医院肾内科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究内质网应激是否在高脂血症大鼠诱导心肌细胞凋亡中起作』fJ。方法：通过建立高脂血症大鼠模型，全自动 

化生化仪检测血清甘油 酯(Trig1ycercide，TG)及胆固醇(Cholesterol，TC)水平；HE染色观察心肌组织的病理学变化 ；TUNEL法 

检测心肌细胞凋亡 ；免疫组化法及 RT—PCR技术检测心肌细胞内质网应激(Endoplasmie iculum s1[tess，ERS)信号通路分子 

GRP78的表达变化。结果：喂养 12周时模型组大鼠血清 Tc、TG含量明显高于对照组(P<O．01)；大鼠模型组较正常组心肌组织 

排列紊乱 、边界不清 、心肌纤维断裂、部分细胞核溶解消失 ；模型组大鼠心肌细胞凋亡率明显高于正常组(P<0．05)；大鼠心肌 

GRP78~mRNA及蛋白的表达量，模型组均较对照组明显升高(P<0．05)。结论：ERS途径可能在高脂血症诱导心肌细胞凋亡中起到 

重要作用。 

【关键词】高脂血症；内质网应激；心肌细胞；凋亡； 
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Effect of endoplasmic reticulum stress on apoptosis cf cardiomyocyte in 

hyperlipidemia rats 
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【Abstract】O ~ctive：To investigate the mechanism of effects of endoplasmic reticulum stress Oil apoptosis c f cardiomyocyte in 

hyperlipidemia rats． ￡， 如 ：Rat model ofestablished with fat y dieting．After twelve weaks，the s~rum triglycerides(TG)and cholest,rol 

(TC)were oberserved by completely automatic bi~hemistry meter；The pathological changes 0f myocardial tissue were detected by HE 
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