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pH 值，然后在高压(103 425 kPa)下均化 2 次，温

度控制在 20 ℃左右，即得成品乳。③对灭菌方法

及工艺进行考察，确定热压灭菌条件为：121 ℃，

15 min。 

以上是通过 3 批小批量试验所获得的 TC-1 静

脉脂肪乳制备的关键工艺及参数，对工业化生产

是否完全适合，须通过中试放大予以验证[12]。 
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shRNA 沉默 STAT3 基因对结肠癌细胞增殖及顺铂敏感性的影响 
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摘要：目的  构建携带信号转导与转录激活子 3(STAT3)基因的短发夹 RNA(shRNA)真核表达载体，观察 pGPU6/GFP/Neo- 

STAT3 重组质粒对 HCT116 细胞顺铂化疗敏感性的影响。方法  设计并构建稳定转录 shRNA STAT3 的质粒，采用脂质体

法转染结肠癌 HCT116 细胞，Western blot 法检测转染后 STAT3 蛋白表达变化，MTT 法检测细胞增殖变化。重组质粒联

合顺铂作用于 HCT116 细胞后，MTT 法检测细胞存活率。结果  成功构建了 pGPU6/GFP/Neo-STAT3 重组质粒，测序证

实重组质粒构建正确。重组质粒转染 HCT116 细胞后，细胞增殖明显受抑制，STAT3 蛋白表达降低。重组质粒联合顺铂

治疗后，细胞增殖活性显著降低。结论  shRNA STAT3 重组质粒能明显降低 HCT116 细胞中 STAT3 蛋白的表达，抑制细

胞增殖，提高结肠癌细胞对顺铂的敏感性。  
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To construct eukaryotic expression vectors of short hairpin RNA(shRNA) of STAT3 gene and 
investigate the effect of shRNA STAT3 on chemotherapy sensitivity of HCT116 cells to cisplatin. METHODS  Plasmids 
carrying shRNA targeting STAT3 were designed constructed and transfected into HCT116 cells by liposome transfection 
methods. The expressing levels of STAT3 protein were detected by Western blot. Cell survival rate was observed with MTT. The 
role of plasmids in combination with cisplatin on the HCT116 cells was observe. The cell growth was assessed by MTT assay. 
RESULTS  DNA sequence analysis demonstrated that the eukaryotic expression vector of pGPU6/GFP/Neo-STAT3 were 
constructed successfully. The recombinant plasmid was transfected into HCT116 cells, cell proliferation was obviously inhibited, 
reducing the expression of STAT3 protein. After plasmid and cisplatin combination treatment, cell survival rate was obviously 
decreased. CONCLUSION  STAT3 shRNA plasmid could significantly down-regulate the expression of STAT3 protein in 
HCT116 cells, inhibit cell proliferation and improve the sensitivity to cisplatin.  
KEY WORDS: STAT3; RNA interference; colon carcinoma; cisplatin  

 

结肠癌是常见的消化道恶性肿瘤，多数患者

术后需要接受化疗药物治疗，而结肠癌对化疗药

物属中、低度敏感，对其耐药机制的研究一直是

治疗的热点和难点。肿瘤的基因治疗为解决肿瘤

耐药问题和提高治疗效果带来了曙光，而寻找理

想的靶基因是治疗的关键。信号转导与转录激活

子 3(signal transducer and activator of transcription 

3，STAT3)是近年来研究异常活跃的转录因子，

STAT3 激活是多种原癌基因诱导细胞癌变所必需

的，通过持续性活化及过度表达来对抗细胞的正

常凋亡机制，并对肿瘤的分化和进展起明显促进

作用[1]。结肠癌中存在 STAT3 基因的高表达，有

学者研究发现肿瘤组织中 STAT3 高表达与顺铂耐

药相关[2]。本研究采取基因沉默策略，构建短发夹

RNA(shRNA) STAT3 的重组质粒，观察 shRNA 

STAT3对结肠癌顺铂化疗后细胞增殖的抑制作用，

探讨 shRNA STAT3 对结肠癌化疗敏感性的影响。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

人结肠癌细胞株 HCT116 细胞(中山肿瘤细胞

库)；质粒 pGPU6/GFP/Neo、大肠杆菌 DH5α均购

自上海吉玛公司；Lipofectimane 2000 脂质体转染

试剂盒(Invitrogen 公司，批号：1140464)；质粒小

量抽提试剂盒(Qiagen 公司，批号：125019192)；

STAT3 单克隆抗体(Abcam 公司)；各种工具酶购自

Fermentas公司；H-DMEM和胎牛血清(Gibco公司)。 

1.2  方法 

1.2.1  pGPU6/GFP/Neo-STAT3 重组质粒的构建和

鉴定  根据 GenBank 提供的人类 STAT3 mRNA 序

列(Gene ID：6774)和 shRNA 的设计原则，设计合

成含 STAT3 的 2 条反向重复多核苷酸序列及 1 条

与现有基因文库中所有人源基因均无同源性的非

特异性序列为阴性对照序列。shRNA 模版的正义、

反义序列分别为 5'-CACCGCAGCAGCTGAACAA 

CATGTTCAAGAGACATGTTGTTCAGCTGCTGC

TTTTTTG-3'和 5'-GATCCAAAAAAGCAGCAGCT 

GAACAACATGTCTCTTGAACATGTTGTTCAGC

TGCTGC-3'；loop结构选用TTCAAGA GA，shRNA

的转录终止序列采用 T6 结构，列两端插入 Bbs I

和 BamH I 酶切位点。将合成好的互补 DNA 单链

退火形成双链，与经 Bbs I 和 BamH I 酶切的

pGPU6/GFP/Neo 载体连接后转化感受态大肠杆菌

DH5α，挑选氨苄青霉素阳性克隆，应用载体上通

用的引物进行 PCR 扩增插入片断，鉴定阳性克隆，

重组质粒pGPU6/GFP/Neo-STAT3的酶切鉴定送上

海英俊生物有限公司测序。 

1.2.2  细胞的培养、转染  HCT116 细胞在 10%胎

牛血清的 DMEM 培养液中，37 ℃、5% CO2 条件

下培养。实验分为 3 组：空白对照组、阴性对照

质粒组、shRNA STAT3 重组质粒组。取对数生长

期的 HCT116 细胞以 4×105个每孔接种于 96 孔板，

待细胞融合到 80%时，用 Lipofectimane 2000 试剂

10 μL 转染重组质粒 4 μg，转染 6 h 后更换无双抗

的 10%胎牛血清的 DMEM 培养液继续培养 48 h。

在激发波长为 488 nm、发射波长为 507 nm 的荧

光显微镜下观察转染后 HCT116 细胞的荧光表达

情况。 

1.2.3  pGPU6/GFP/Neo-STAT3 重组质粒对 HCT116

细胞增殖的影响   通过以上步骤，筛选出最佳

pGPU6/GFP/Neo-STAT3 重组质粒。取对数生长期

HCT116 细胞，调整细胞浓度以 8×103 个每孔接

种于 96 孔板中，分为 3 组，分别为空白对照组、

阴性对照质粒组、shRNA STAT3 重组质粒组。分

别于 12，24，36，48，72 h 加入浓度为 5 g·L1 的

MTT 20 μL，4 h 后加入 DMSO 100 μL，振荡 10 min 

后用酶标仪测定各孔吸光度(A570)，计算细胞的生

长抑制率。 
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1.2.4  Western blot 法检测 pGPU6/GFP/Neo-STAT3

对 HCT116 细胞 STAT3 表达的影响  细胞转染

72 h 后，收集细胞提取蛋白，使用 BCA 试剂盒测

定蛋白浓度。以 0.1%DMSO 处理的样品为溶剂对

照组，以 β-actin 蛋白为内参照，样品经 SDS-PAGE

电泳分离转移至硝酸纤维素膜，室温下封闭 2 h，

加入 STAT3 和 β-actin 抗体(1︰1 000)，4 ℃过夜，

洗膜后加入二抗 (1︰5 000)40 min，化学荧光法

(ECL)显色，放入 KODAK Image Station 2000MM 

Digital Imaging System，曝光获取图像，Bankscan

软件分析灰度值，比较各组蛋白表达量。 

1.2.5  MTT 法观察 HCT116 细胞对顺铂敏感性的

变化  取对数生长期 HCT116 细胞，调整细胞浓

度以 8×103 个每孔接种于 96 孔板中，分组同

“1.2.3”项下方法，均加入顺铂。顺铂的试验浓

度参考其血浆峰浓度为 3.0 μg·mL1。分别于 12，

24，36，48，72 h 加入浓度为 5 g·L1 的 MTT 20 μL，

4 h 后加入 DMSO 100 μL，振荡 10 min 后用酶标

仪测定各孔吸光度(A570)，计算细胞的生长抑制率。 

1.2.6  统计学处理  应用 SPSS 16.0 统计软件进

行数据分析，计量资料用 sx  表示，进行单因素

方差分析，P<0.05 为差异有统计学意义。 

2  结果 

2.1  pGPU6/GFP/Neo-STAT3 重组质粒的鉴定 

挑选单克隆菌株，接种到含 50 μg·mL1 氨苄

青霉素的 LB 培养液中，振荡过夜，使用碱裂解法

抽提质粒，所得质粒用 BamH I、Pst I 分别酶切鉴

定。阳性重组载体可以被 BamH I 切开，而不能被

Pst I 切开。重组质粒 shRNA 编码序列与设计的靶

向 STAT3 序列的核苷酸序列完全一致，表明成功

构建了重组载体 pGPU6/GFP/Neo-STAT3，结果见

图 1。

 
图 1  重组 STAT3-ShRNA 质粒测序图 

Fig 1  Gene sequence map of STATE3-shRNA recombinant plasmid 

2.2  各组细胞 pGPU6/GFP/Neo 的表达 

在同等细胞密度下，阴性对照质粒组和

shRNA STAT3 重组质粒组均有较多细胞表达绿色

荧光，转染率达 90%以上，空白对照组无荧光表

达，结果见图 2。 

 
图 2  质粒转染 HCT116 细胞荧光图(100×) 
A阴性对照质粒组；BshRNA STAT3 重组质粒组 

Fig 2  GFP expression in HCT116 cells after transfection 

with shRNA STAT3 recombinant plasmid(100×) 
Anegative plasmid group; BshRNA STAT3 recombinant plasmid group 

2.3  shRNA STAT3 重组质粒对 HCT116 细胞增殖

的影响 

MTT 结果显示，shRNA STAT3 重组质粒作用

于 HCT116 细胞，随时间延长，细胞的增殖活性

逐渐下降，72 h 下降最明显，细胞生长抑制率达

38.51%，与空白对照组和阴性对照质粒组比较，

差异有统计学意义(P<0.01)。空白对照组和阴性对

照质粒组差异无统计学意义(P>0.05)。结果见图 3。 

 
图 3  shRNA STAT3 对细胞增殖活性的影响 

Fig 3  The effect of shRNA STAT3 on cell proliferation 

2.4  各组细胞 STAT3 表达 

STAT3 蛋白表达情况见图 4。结果显示，重

组质粒转染组 STAT3 蛋白表达明显减弱(0.257±

0.024)，与空白对照组(0.698±0.023)和阴性质粒转
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染组 (0.681± 0.022)比较，差异有统计学意义

(P<0.05)。 

 
图 4  STAT3 蛋白表达 
A空白对照组；BshRNA STAT3 重组质粒组；C阴性对照质粒组 

Fig 4  Protein expression of STAT3 
Acontrol group; Bnegative plasmid group; CshRNA STAT3 
recombinant plasmid group 

2.5  转染后细胞对顺铂敏感性的变化 

MTT 结果显示，顺铂作用于 HCT116 细胞，

随时间延长，空白对照组和阴性对照质粒组细胞

存活率逐渐下降，尤其顺铂和重组质粒转染联合

治疗组下降最明显，与前 2 组比较差异均具有统

计学意义(P<0.01)。结果见图 5。 

 
图 5  shRNA STAT3 联合顺铂对细胞增殖活性的影响 

Fig 5  The effect of shRNA STAT3 and cisplatin on cell 
proliferation 

3  讨论 

STAT3 属于信号转导与转录激活子家族，是

一种已知的有致癌潜能的转录因子。最近研究证

实，活化的 STAT3 可作为治疗恶性肿瘤的新型分

子靶点 [3]。当细胞接受细胞外信号如白介素 -6 

(IL-6)、表皮生长因子(EGF)、干扰素(IFN)等细胞

因子和生长因子刺激后，STAT3 的酪氨酸磷酸化

激活形成二聚体，二聚体进入细胞核内上调靶基

因的转录和表达，包括增殖相关基因 cyclin D1、

Survivin、C-Myc、C-fos 等的表达，凋亡调控基因

Bcl-xl、Bcl-2 的表达，及血管生长基因(VEGF)的

表达，导致细胞异常增殖和恶性转化、凋亡抑制、

促进肿瘤血管生成。STAT3 激活是多种原癌基因诱

导细胞癌变所必需的，目前将其定义为癌基因[4-5]。

尽管 STAT3 在正常细胞的发育过程起重要作用，

但其信号通路激活快，持续时间短，对于成熟的

细胞功能来说，其作用不是必需的。在许多恶性

肿瘤组织中如结肠癌、乳癌、肝癌、前列腺癌、

头颈部鳞状细胞癌等 STAT3 呈现持续激活和高表

达，而且与肿瘤的恶性程度和预后密切相关[6-7]。

研究发现 STAT3 诱导细胞周期及凋亡相关基因的

异常表达与肿瘤耐药有关，STAT3 活化后促进

c-myc 基因的转录，c-myc 激活 Cyclin A、Cyclin D、

Cyclin E、CDK4、E2F 等细胞周期调节因子，促

进细胞由静止期进入细胞周期[8]；STAT3 与 FAS-L 

(死亡受体)结合，降低肿瘤细胞对 FAS-L 介导凋亡

的敏感度，协助肿瘤细胞逃避化疗药的作用[2]。

STAT3 密切参与肿瘤的形成及肿瘤耐药性的产

生，使其可能成为诱导肿瘤细胞死亡和提高化疗

药敏感性的新靶点，但目前尚缺乏 STAT3 特异性

的抑制剂。 

RNA 干扰技术(RNA interference，RNAi)为肿

瘤的基因治疗提供了一种特异性的新策略，将序

列特异性的双链 RNA寡核苷酸导入细胞内沉默同

源 mRNA 的表达，而其他 mRNA 表达不受影响。

RNAi 可以特异性剔除或关闭特定基因的表达，已

被广泛用于恶性肿瘤的基因治疗领域[3]。shRNA

是 RNAi 的一种，具有转染效率高、特异性强，能

维持较长时间的基因沉默的特点，已成为 RNAi

的主要手段[9]。本实验构建 shRNA 模型真核表达

载体干扰 STAT3 基因的表达，观察其对人结肠癌

细胞的生长抑制作用及顺铂敏感性的影响。 

实验成功构建了 shRNA STAT3 的重组质粒，

转染人结肠癌 HCT116 细胞后，STAT3 蛋白表达

明显受抑制，并随培养时间的延长，细胞的生长

抑制率逐渐升高，转染 72 h 后抑制率达 38.51%，

证实pGPU6/GFP/Neo-STAT3质粒能够成功沉默结

肠癌 STAT3 基因，STAT3 信号通路对人结肠癌细

胞的生长有重要的作用，阻断 STAT3 通路可以抑

制人结肠癌细胞的生长。顺铂通过破坏肿瘤细胞

DNA 的结构和功能促进细胞凋亡产生抗肿瘤效

应，而顺铂的耐药性可能与凋亡机制紊乱有关。

本实验将 shRNA STAT3 重组质粒转染 HCT116 细

胞后与顺铂联合作用，结果发现，对 HCT116 细

胞的生长和增殖的抑制作用明显强于重组质粒转

染组和顺铂单独治疗组。证明沉默 STAT3 能提高

结肠癌细胞对顺铂的敏感性，抑制细胞增殖，产

生协同作用。本实验利用 shRNA 技术沉默 STAT3
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基因联合顺铂治疗为探索提高结肠癌细胞对化疗

药的敏感性提供了实验依据。尽管以 STAT3 为靶

点的基因治疗在肿瘤研究中有其优越性，但目前

的研究仍停留在细胞学水平，而如何拓展到动物

学水平，提高转染效率，优化特异性，探索高效

导入肿瘤细胞同时不影响正常细胞的方法，还有

待进一步的动物研究。 
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辐射增敏剂 Wortmannin 促进组蛋白去乙酰化酶抑制剂诱导的 MOLT-4

细胞凋亡 
  
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摘要：目的  探讨选择性磷脂酰肌醇激酶相关蛋白激酶家族(PIKKs)的小分子抑制剂 Wortmannnin 对组蛋白去乙酰化酶抑

制剂(HDIs)诱导的细胞凋亡的影响，并探讨 DNA 损伤功能信号级联在 HDIs 类药物抗肿瘤效应中的功能机制。方法  流

式细胞术分析加药后不同时间点的细胞周期分布和细胞凋亡情况；荧光显微镜下观察用药后的细胞核形态；免疫印迹法

检测加药前后 Caspase-2，Caspase-3，Caspase-7 和 Survivin 蛋白表达情况。结果  低剂量 Wortmannin 单独作用对肿瘤细

胞生存率未见显著影响，但能够激活 G1/S 细胞周期阻滞、抑制 TSA 引发的 G2/M 阻滞、并显著促进肿瘤细胞凋亡。在此

过程中，Wortmannin 促进凋亡效应分子 Caspase-2，Caspase-3 和 Caspase-7 的激活并抑制 Survivn 的表达。结论  PIKKs

家族的小分子抑制剂 Wortmannnin 通过下调 Survivin 并促进 Caspase 信号级联而促进 TSA 诱导的肿瘤细胞凋亡。 
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Wortmannin Enhances Trichostatin A-Induced Tumor Cells Apoptosis Through Downregulation of 
Survivin and Acceleration of Caspase-cascades 

 
LOU Wei1, LIU Bin2, SONG Yi2*(1.The Third Affiliated Hospital of the Zhejiang Chinese Medical University, Hangzhou 

310005, China; 2.Beijing Institute of Radiation Medicine, Beijing 100850, China)  

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To study the interaction between Wortmannnin, a selective inhibitor of PIKKs, and TSA, to 
explore the role of DNA damage signals in HDIs induced tumor cell death. METHODS  The cell cycle distribution and cell 
apoptosis were detected by flow cytometry. The expression level of Caspase-2, 3, 7 and Survivin were determined by Western 
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