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SOCS3基因转染对肺腺癌细胞株 A549原癌基因 c-fos 、c-jun mRNA表达

及细胞增殖的影响
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　　提　要:目的　探讨 SOCS3基因对人肺腺癌细胞株 A549中 c-fos 、c-jun mRNA表达及细胞增殖的影响 。方法　以脂质

体为载体将 pEFSOCS3 和 pSV2neo 共转染至人肺腺癌细胞株 A549 , RT-PCR和免疫细胞化学法测定转染前后细胞中 SOCS3

mRNA和蛋白表达;半定量 RT-PCR测定转染前后细胞中 c-fos 、c-jun mRNA 水平表达变化;3H-TdR掺入法检测基因转染前

后细胞增殖情况。结果　RT-PCR和免疫细胞化学证实转染后细胞中有SOCS3 稳定表达;半定量 RT-PCR证实转染后细胞

中 c-fos、c-jun mRNA 水平显著降低(P<0.01);且转染组细胞 3 H-TdR掺入量显著降低(P<0.01)。结论　SOCS3蛋白可能

通过负性调控 STAT3 介导的信号通路降低 c-fos 、c-jun 的表达 ,从而抑制肺癌细胞增殖 。
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Effects of transfected SOCS3 gene on expression of c-fos and c-jun mRNA and prolif-
eration of A549 cells
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　　Abstract:Objective　To explore the effects of transfected SOCS3 gene on the expression of c-fos and c-jun

mRNA and proliferation of A549 cells.Methods　A549 cells were cotransfected with pEFSOCS3 and pSV2neo by li-

posome.Expressions of SOCS3 mRNA and protein were detected by RT-PCR and immunocytochemical method , re-

spectively.The expression of c-fos and c-jun mRNA was assessed by semi-quantitative RT-PCR.
3
H-TdR incorpora-

tion was used to measure the cell proliferation.Results　The SOCS3 expression in A549 cells transfected with

SOCS3 gene was confirmed by RT-PCR and immunocytochemical method , respectively.Compared with that in the

control group , c-fos and c-jun mRNA level decreased significantly in pEFSOCS3-transfected A549 cells(P<0.01).
3
H-TdR incorporation in pEFSOCS3-transfected A549 cells was significantly lower than that in the control group(P

<0.01).Conclusion　SOCS3 protein might decrease the expression of c-fos and c-jun and inhibit the proliferation

of A549 cells by regulating STAT3-mediated signal pathway negatively.

　　Key words:SOCS3;c-fos;c-jun;lung adenocarcinoma;proliferation

　　研究已证实 ,肺癌组织及细胞中存在信号转导和

转录激活子 3 (signal transducer and activator of transcrip

tion 3 , STAT3)持续激活并高度表达 ,且 STAT3的活化

水平与肿瘤的恶性程度 、分期密切相关
[ 1]
。1997年以

来相继发现的细胞信号负调控因子(suppressors of cyto-

kine signaling , SOCS)家族 ,可通过抑制 STAT 蛋白酪氨

酸磷酸化水平 ,负性调控其介导的信号通路
[ 2]
。SOCS

家族包括 CIS和 SOCS1 ～ 7共 8个成员 ,其中 SOCS1和

SOCS3 的作用最强 。而 SOCS3 启动子上含有 STAT3
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的结合位点 ,STAT3活化可诱导SOCS3基因表达 ,那么

在肺癌细胞中有无 SOCS3基因表达及其对细胞增殖

有何影响 , 目前少见相关报道 。本研究拟初步探讨

SOCS3基因在肺癌 A549 细胞系的表达 ,同时我们将
SOCS3基因导入A549细胞中 ,观察该基因对 STAT3下

游相关基因 c-fos 、c-jun 及对 A549细胞增殖的影响。

1　材料与方法

1.1　主要试剂
　　pEFSOCS3真核表达载体和 pEF载体由澳大利亚 Melbourne

大学 Dr.D J Hilton惠赠。 pSV2neo筛选质粒由美国 New Mexico

大学 Dr.Jac Nickoloff惠赠。 Lipofectamine 2000 脂质体为 Invitro-

gen 公司产品。 Tripure为德国 B.M 公司产品。羊抗大鼠 SOCS3
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多克隆抗体为Santa Cruz 公司产品。 S-P免疫组化试剂盒购自

北京中山公司 ,其余试剂为国产分析纯。

1.2　细胞株与细胞培养
　　人肺腺癌细胞株 A549 ,购自中国科学院上海生物研究所。

采用含 10%小牛血清的 RPM I 1640 培养基 , 置 37 ℃, 5%CO2 细

胞培养箱常规培养 ,每 3 天更换培养液 , 细胞长满时 ,以 0.25%

胰酶消化传代。

1.3　实验分组与基因转染
　　实验分为以下 3 组:未转染组(1 组), pEF和 pSV2neo 共转

染组(2组), pEFSOCS3 和 pSV2neo共转染组(3 组),前两者为对

照组。按 lipofectamine 2000 说明书进行转染 , 加入 500 μg ml

G418 筛选 ,经 2 周后形成阳性克隆 ,扩增培养备用。

1.4　外源性SOCS3基因整合的鉴定
1.4.1　RT-PCR检测细胞中 SOCS3 mRNA 表达　　Tripure试剂

盒提取总 RNA , 凝胶电泳判断无降解 , 紫外分光光度计测定纯

度并定量 ,吸光度 A260 A280比值均在 1.80 左右。取 2μg总 RNA

进行逆转录后各取 5 μl行 PCR反应 , β-actin 为内参照 。SOCS3

引物:上游:5′-CCA AGA ACC TAC GCA TCA A-3′;下游:5′- GGA

GTC CAG GTG ACC GTT G-3′;产物为341 bp。β-actin 引物:上游:

5′- CCA AGG CCA ACC GCG AGA AGA TGA C-3′;下游:5′- AGG

GTA CAT GGT GGT GGC GCC AGA C-3′;产物为 587 bp。退火温

度:58 ℃。循环完成后 , 取 10μl PCR产物 1.5%琼脂糖凝胶进

行电泳 、照相。

1.4.2　免疫酶化学法检测细胞中 SOCS3 蛋白表达　　取出盖

玻片上用于免疫组化的各组细胞 , 0.01 mol L PBS 漂洗2 次 , 4%

多聚甲醛固定 30 min;参照 S-P免疫组化试剂盒方法进行(一抗

羊抗人 SOCS3 多克隆抗体工作浓度为:1∶400)。 DAB 显色 , 苏

木精复染。

1.5　RT-PCR法检测转染细胞中 c-fos 、c-jun 表达
　　方法同 1.4.1。 根据人 c-fos、c-jun mRNA 序列 , 设计引物。

均以 β-actin为内参照。 c-fos 引物:上游:5′-GCC TTT CCT ACT

ACC ATT CCC-3′;下游:5′-CAT CTT ATT CCT TTC CCT TCG-3′;产

物长度:371 bp;退火温度:60 ℃。 c-jun 引物:上游:5′-AAT GGG

CAC ATC ACC ACT ACA C-3′;下游:5′-CGT CTG CGG CTC TTC

CTT CA-3′;产物长度:294 bp;退火温度:63 ℃。扩增产物1.5%

琼脂糖凝胶电泳 , 凝胶分析系统测定各条带积分光密度值

(A570)。以目的基因产物与内参照产物条带积分光密度值之比

作数据分析 ,以此反映 c-fos 、c-jun mRNA的表达程度。

1.6　
3
H-TdR掺入检测

　　计数细胞数 ,调整细胞浓度为以 2×104 ml。分别取 1 组 、2

组 、3组细胞各 1 ml接种于 96 孔培养板 , 每组设 3 个重复孔。

培养 24 h 后 ,每孔加入 37 kBq 3H-TdR(37 kBq 孔),继续培养

6 h 后弃培养基 , 冷 PBS 液终止掺入 , 加入 0.25%胰酶消化细

胞 ,使之脱离孔壁 , 用多头细胞样品收集器收集细胞于玻璃纤

维纸上 ,生理盐水冲洗 3 次 ,然后用 10%三氯乙酸固定 ,无水乙

醇脱色 , 80 ℃干烤 30 min , 放入闪烁液中 ,于液体闪烁计数仪计

数(Bq)。

1.7　统计学处理
　　所有结果以 x±s表示 , 采用SPSS10.0 软件进行 F 检验和

q 检验。

2　结果

2.1　转染鉴定
　　RT-PCR法检测 SOCS3 mRNA表达 , 电泳结果显示 , 1 和2 组

仅出现 1 条条带 , 即 587 bp 的 β-actin 扩增产物 , 说明对照组

A549 细胞中未检测到 SOCS3 mRNA 表达;3 组出现 2 条条带 ,

341 bp 的 SOCS3 扩增产物和 587 bp 的 β-actin 扩增产物 , 提示

SOCS3 真核表达载体成功导入 A549 细胞(图 1)。

　　免疫酶细胞化学结果显示 ,仅 3组细胞胞浆内出现棕黄色

颗粒 ,提示 SOCS3 蛋白在转染细胞中表达(图 2)。

M:Marker;1:Group 1;2:Group 2;3:Group 3

图 1　RT-PCR 显示转染 pEFSOCS3 A549细胞中 SOCS3mRNA 表达

Fig 1　Expression of SOCS3mRNA in pEFSOCS3-transfected A549 cells

revealled by RT-PCR

图 2　转染 pEFSOCS3 A549细胞胞浆内 SOCS3蛋白表达　(S-P×200)

Fig 2　Expression of SOCS3 protein in the cytoplasm of pEFSOCS3-

transfected A549 cells　(S-P×200)

2.2　SOCS3蛋白对 c-fos 、c-jun mRNA表达的影响
　　半定量 RT-PCR法检测 c-fos 、c-jun mRNA水平表达 , 电泳结

果显示 , 1 组和 2 组 c-fos 、c-jun 扩增产物条带光密度值均无明

显变化(P>0.05);与 1 组相比 , 3 组 c-fos 、c-jun 扩增产物条带

光密度值均显著降低(P<0.01)(表 1、图3 、4)。

2.3　SOCS3蛋白对细胞增殖的影响

　　3 H-TdR 掺入法检测结果示 , 1 组细胞为(24.444 3 ±
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0.775 2)×105 Bq 与 2 组细胞(22.677 0±0.803 4)×105 Bq差别

不显著(P>0.05), 3 组细胞(14.416 8±0.399 3)×105 Bq 显著

降低(P<0.01)。

表 1　SOCS3基因对 A549细胞 c-fos、c-jun mRNA表达的影响

(n=3 ,  x±s)

Tab 1　Effects of SOCS3 gene on the expression of c-fos and c-jun

mRNA in A549 cells(n=3 ,  x±s)

Group c-fos mRNA (Ac-fos Aβ-actin) c-jun mRNA (Ac-jun Aβ-act in)

1 1.66±0.18 1.57±0.14

2 1.52±0.09 1.44±0.07

3 0.43±0.06# 0.91±0.11#

#:P<0.01, vs group 1

M:Marker;1:Group 1;2:Group 2;3:Group 3

图 3　RT-PCR显示转染 pEFSOCS3 A549细胞中 c-fos mRNA表达

Fig 3　Expression of c-fos mRNA in pEFSOCS3-transfected A549

cells by RT-PCR

M:Marker;1:Group 1;2:Group 2;3:Group 3

图 4　RT-PCR 显示转染 pEFSOCS3 A549细胞中 c-jun mRNA 表达

Fig 4　Expression of c-jun mRNA in pEFSOCS3-transfected A549

cell s by RT-PCR

3　讨论

　　通过对 STAT3和多种肿瘤及转化细胞系之间关

系的研究
[ 3 ～ 5]

, 已经表明在多种肿瘤细胞中存在

STAT3的持续活化 ,如肺癌 、乳腺癌 、前列腺癌等;由

v-src 转化的NIH3T3细胞 、v-sis和 v-fps转化的成纤维

细胞中均表明持续激活的 STAT3;提示 STAT3在细胞

的分化 、生长 、增殖过程中起着重要的调控作用
[ 1]
。

　　SOCS家族是 1997年以来被发现的 JAK STATs途

径负性调节因子 ,包括 CIS和 SOCS1 ～ 7 ,结构相似 ,由

N区 、中央区 SH2结构域和 C 端的 SOCS box 盒组成。
作为SOCS家族成员的 SOCS3基因 ,其启动子上含有

STAT3的结合位点 , STAT3 活化后入核诱导 SOCS3基

因表达 ,其表达产物 SOCS3 蛋白通过最终抑制 STAT

酪氨酸磷酸化过程从而负性调控 STAT3 介导的信号

通路
[ 6]
。Schuringa 等

[ 7]
和 Brender 等

[ 8]
分别在急性髓

性白血病细胞系和 T 细胞淋巴瘤中检测到 SOCS3和

STAT3 mRNA表达;Auernhammer等
[ 9]
报道 SOCS3启动

子含有 STAT1 STAT3结合位点 ,在 AtT-20细胞中阻断

STAT3活化后 ,发现 LIF 诱导的 SOCS3 表达明显受到

抑制 ,说明活化 STAT3可诱导 SOCS3表达 。上述研究
结果推测 SOCS3蛋白可能参与肿瘤发生 、发展 、演进

过程 。

　　本研究在肺癌细胞株A549细胞中 ,无论是 mRNA

还是蛋白水平均未检测 SOCS3 基因表达 。我们利用
共转染方式将 pEFSOCS3 真核表达载体和 pSV2neo 筛

选质粒导入 A549 ,实验过程中 ,我们对转染程序进行

了优化筛选 ,确定目的基因质粒和筛选基因质粒的最

佳比例(3∶1),成功的将二者导入细胞内 ,获得外源基
因的高效表达 ,并建立了稳定表达细胞系。

3
H-TdR掺

入实验结果表明 ,高效表达 SOCS3蛋白可抑制肺腺癌

细胞株A549的增殖 。
　　SOCS3 蛋白是通过何种途径抑制细胞增殖呢?

c-fos 、c-jun 是激活蛋白 1(activator protein1 , AP-1)的成

员 ,是细胞内的重要转录因子 ,其信号转导通路的活化

与细胞癌变 、增殖 、凋亡等多种生物学效应有关
[ 10]
。

我们在实验中发现转染 SOCS3基因的细胞中 c-fos 、

c-jun mRNA表达水平明显降低。由于 c-fos 、c-jun 表达

下降可使参与细胞丝裂信号的AP-1 转录因子合成发
生障碍 ,从而使被转染 SOCS3蛋白的肺腺癌细胞增殖

受到抑制 。已证实 STAT3信号分子参与 c-jun 和 c-fos

基因表达的调控
[ 4 , 11]

,实验过程中我们也发现 SOCS3

蛋白可以降低A549细胞内STAT3活性水平(有关结果

正待发表),因此有理由推测 SOCS3蛋白可能通过降

低STAT3磷酸化活性而下调 c-jun 和 c-fos 基因表达 ,

但由于在细胞增殖过程中参与调控 c-jun 和 c-fos基因
表达的机制复杂 , SOCS3 是否还通过下调其他信号通

路如 Fas 、Ras MAPK , PKC等其他途径抑制细胞增殖 ,

还需进一步研究 。
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围产期窒息新生儿护理体位的初步研究

Postures for nursing perinatal asphyxial neonates

曾小奇 ,于瑞英 ,刘素秀 ,周晓凤 ,史　源　　(第三军医大学大坪医院野战外科研究所儿科 ,重庆 400042)

　　本研究对 30 例围产期窒息的新生儿采用不同体位 , 观察

不同体位舒适度和对心肺功能的影响 ,报告如下。

1　研究对象和方法

1.1　研究对象
　　2002年 1 至 12月我科新生儿病房收入的围产期窒息新生

儿30例 , 包括宫内窒息 14例和新生儿窒息16例。宫内窒息纳

入标准为符合以下情况者:①胎动明显减少 , 12 h<10 次;②胎

心监测<100 次 min;③胎粪污染 ,羊水呈Ⅲ度以上混浊。新生

儿窒息诊断标准:出生 1 min Apgar评分≤7分。

1.2　研究方法
　　将 30 例新生儿分为仰卧位 、头低脚高 15°俯卧位 、头高脚

低 15°俯卧位 3 组 ,每组 10 例。3 组新生儿的胎龄 、日龄 、性别 、

出生体重 、Apgar评分等均无显著差异。从以下二个方面进行 8

h 的动态观察和研究:①不同体位舒适度比较:观察不同体位

下 ,新生儿是否安静 , 有无哭闹 ,睡眠时间长短 , 进食量多少等。

②不同体位对心肺功能的影响:动态观察心率 、呼吸频率 、血氧

饱和度以及呼吸暂停 、发绀等发生的次数。

1.3　统计学处理
　　采用方差分析。

　　作者简介:曾小奇(1968-),女 ,重庆市人 ,主管护师 ,主要从事围产期新生儿

护理方面的研究。电话:(023)68757345

　　收稿日期:2003-06-30;修回日期:2003-10-16

2　结果

　　各组之间新生儿在是否安静 ,有无哭闹 , 睡眠时间长短 , 进

食量多少等方面无显著差异。 各组之间新生儿的血氧饱和度

以及呼吸暂停 、发绀等发生的次数方面无显著差异。不同体位

下呼吸和心率的比较也无显著差异(P>0.05),见表 1。

表 1　不同体位下呼吸 、心率比较(次 min)

仰卧位 头低脚高俯卧位 头高脚低俯卧位时相

(h) 呼吸 心率 呼吸 心率 呼吸 心率

0 49.4±10.8 136.7±11.2 48.3±7.1 124.4±14.7 44.9±3.9 128.2±10.1

1 41.7±7.4 133.3±13.1 47.4±6.6 130.8±9.1 45.6±4.1 129.5±12.0

2 41.3±8.4 133.3±9.9 49.0±9.2 128.2±13.6 45.5±2.7 130.6±16.1

3 44.4±7.4 132.1±8.8 53.6±13.7 130.2±10.9 45.6±4.0 131.1±14.2

4 45.4±8.3 136.9±11.3 50.5±12.6 128.1±10.9 45.2±3.5 128.8±16.7

5 44.8±8.5 139.7±11.5 49.1±9.2 129.9±10.2 45.3±5.9 133.1±13.5

6 43.3±8.8 139.7±8.7 48.6±6.3 128.1±7.4 43.3±3.3 137.4±11.1

7 44.1±8.5 138.8±9.1 48.7±7.7 129.5±11.1 44.8±3.9 134.8±12.5

8 44.9±7.3 140.1±12.6 49.0±11.4 130.1±7.6 46.9±6.7 136.8±10.1

3　讨论

　　尽管围产医学取得了很大进展 ,目前仍有 10%新生儿发生

窒息并且需要支持治疗和护理。对于窒息新生儿 , 应该采取的

体位从两个方面考虑:第一 , 应该最有利于新生儿气体的交换 ,

维持有效的呼吸 、循环功能;第二 ,应该最大程度地减少并发症

的发生[ 1] 。目前窒息新生儿通常采用的体位 ,在西方国家为俯
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