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Abstract
AIM: To determine the effect of knockdown 
o f S T A T 3 e x p r e s s i o n b y s h R N A o n t h e 
characteristics of human gastric carcinoma cell 
line MKN-45 in vitro and in vivo.  

METHODS: Specific shRNA plasmids to STAT3 
were constructed and identified, then trans-
fected into MKN-45. Cells were divided into 
three groups: control group, psiRNA-H1 group 
as the negative group and psiRNA-H1/STAT3 
group. Semi-quantitative reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR) and West-
ern blotting were used to detect the expression 
of STAT3 mRNA and protein respectively. MTT 
and flow cytometry were used to assess cell 
growth suppression and cell cycle distribution 
respectively. Models of xenograft in nude mice 
were established using the three-group cells, and 
the growth of stable ones was then observed.  

RESULTS: Compared with the negative control 
cells, semi-quantitative RT-PCR and Western 
blotting showed that the expression of STAT3 
mRNA (0.612 ± 0.074 vs 1.937 ± 0.043, P < 0.05) 
and protein (0.668 ± 0.054 vs 2.005 ± 0.064, P < 0.01) 
was down-regulated in the psiRNA-H1/STAT3 
group. The subcloned recombinant plasmid ex-
pressing shRNA effectively inhibited MKN-45 
cell growth and proliferation (25.42 ± 3.48 vs 33.54 
± 2.91, P < 0.05) while empty plasmid had no 
such specific effect. The volumes of xenografts in 
the psiRNA-H1/STAT3 transfection group were 
larger than those in the other groups (4.47 cm3 ± 
0.18 cm3 vs 13.65 cm3 ± 5.64 cm3, P < 0.05). 

CONCLUSION: Recombinant plasmid psiR-
NA-H1/STAT3 shRNA can specifically inhibit 
not only the expression of STAT3 mRNA and 
protein in vitro, but also the growth of cell line 
MKN-45 in vitro and in vivo. 

Key Words: STAT3; Short hairpin RNA; Gastric can-
cer cells; Nude mouse model

Tong Q, Shu XG, Lu XM, Li WY, Tao KX, Chen DD, 
Wang GB. Effect of knockdown of STAT3 gene expression 
by shRNA on the characteristics of gastric cancer cell line 
MKN-45 in vitro and in vivo. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2008; 16(14): 1568-1572

摘要
目的: 研究shRNA干扰STAT3基因表达对胃癌

®

■背景资料
早期胃癌可通过
手术或手术联合
放疗治疗, 而对于
晚期胃癌, 传统的
治疗方法对患者
并不十分有效. 近
年来, 治疗肿瘤的
一种新途径-分子
靶向治疗正迅速
发 展 ,  其 利 用 肿
瘤细胞过度表达
的某些特异性分
子结构作为靶点, 
针对性的选择抗
体、抑制剂等阻
断剂, 有效地干预
该靶点分子及其
调控的信号传导
通路, 从而达到抑
制肿瘤发生、发
展和转移的效果. 

■同行评议者
樊 晓 明 ,  主 任 医
师, 复旦大学附属
金山医院消化科 
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细胞MKN-45体内外生物学特性的作用. 

方法: 应用本实验室已构建并鉴定的STAT3
基因的特异性小RNA干扰质粒(psiRNA-H1/
S TAT3) ,  使用脂质体转染M K N-45细胞 , 
实验分为对照组、p s i R N A-H1转染组和
psiRNA-H1/STAT3转染组3组. 通过RT-PCR和
Western blot检测STAT3特异性小RNA干扰基
因对胃癌细胞STAT3基因mRNA和蛋白表达
的影响; MTT比色法检测细胞的生长抑制率; 
流式细胞仪分析MKN-45细胞周期分布. 用各
组MKN-45细胞建立移植瘤裸鼠模型, 筛选转
染psiRNA-H1和psiRNA-H1/STAT3的MKN-45
稳定细胞株观察裸鼠移植瘤的生长情况.  

结果: 成功转染重组体的M K N-45细胞中
STAT3 mRNA和蛋白表达明显下降(0.612±
0.074 vs  1.937±0.043, P <0.05; 0.668±0.054 
vs  2.005±0.064, P <0.01). G0/G1期细胞比例
增高, 另一方面S期细胞比例降低, 细胞的增
殖系数明显降低(25.42±3.48 vs  33.54±2.91, 
P <0.05). 移植瘤裸鼠模型显示, psiRNA-H1/
STAT3组瘤体在体积上明显减小(4.47 cm3±

0.18 cm3 vs  13.65 cm3±5.64 cm3, P <0.05). 

结论: 针对STAT3基因的特异性小RNA干扰
质粒在体外能有效抑制人胃癌细胞系STAT3 
mRNA和蛋白表达, 细胞增殖能力减弱, 在体
内明显抑制肿瘤生长, 为STAT3基因靶向治疗
提供一定的实验依据.

关键词: STAT3; 短发夹状RNA; 胃癌细胞; 裸鼠模型
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0  引言

信号传导及转录活化因子(signal transducers 
anactivators of transcription, STAT)是细胞因子和

生长因子受体信号的下游效应物. 目前在哺乳

动物中已鉴定出STAT家族的7个成员: STAT1、
STAT2、STAT3、STAT4、STAT5a、STAT5b和
STAT6[1]. STAT3蛋白是近年来研究异常活跃的

转录因子, 他是在研究IFN信号转导机制过程中

被发现的, 近年来研究发现, STAT3具有强烈的

抑制细胞凋亡、促进细胞增殖的作用, 参与了

多种恶性肿瘤的发生、发展和演进[2-3]. 国内外

关于STAT3在消化系统疾病中的研究才刚起步, 
我们以往研究发现, STAT3在胃癌中呈高表达, 

为本研究提供理论基础. 本研究以质粒psiRNA-
hH1neo为基础, 将针对STAT3表达shRNA的重组

质粒转染入胃癌MKN-45细胞, 在体内和体外进

行研究, 以期在细胞内表达shRNA而沉默STAT3
基因并特异地抑制MKN-45细胞生长增殖, 为胃

癌的基因靶向治疗提供新的靶点和思路.

1  材料和方法

1.1 材料 限制性内切酶BbsⅠ、AseⅠ为MBI公
司产品; RPMI 1640培养基和新生牛血清, 美国

Gibco公司; 脂质体Lipofectamine 2000、TRIzol, 
美国Invitrogen公司; 逆转录试剂盒及Taq DNA
聚合酶, 美国Fermentas公司; 胶回收试剂盒, 日
本TaKaRa公司; X-gal和IPTG, Gibco-BRL公
司; 兔抗人STAT3 mAb, 美国Santa Cruz公司; 
Western所用试剂, 晶美生物工程有限公司; 胃
癌细胞系MKN-45购自武汉大学中国典型培养

物保藏中心; BALB/c♀裸鼠由华中科技大学同

济医学院动物实验中心提供; 载体质粒psiRNA-
hH1neo华中科技大学同济医学院免疫学系提供. 
从NCBI GenBank查找Stat3的基因序列(序列号: 
X75932), 利用siRNA设计软件在起始密码子下

游寻找符合特征的靶序列, 并人工设计合成针

对Stat3靶基因设计siRNA寡核苷酸序列, 正义链 
5'-TCCCTGTTCTCTATCAGCACAATTCAAG
AGATTGTGCTGATAGAGAACATT-3'; 反义链: 
5'-CAAAAATGTTCTCTATCAGCACAATCTCT
TGAATTGTGCTGATAGAGAACA-3'. 
1.2 方法 
1.2.1 质粒转染: 胰酶消化细胞并计数, 将细胞接

种于6孔细胞培养板, 用250 μL无血清培养基稀

释10 μL Lipofectamine 2000转染试剂, 在5 min
内同稀释的质粒DNA混合, 将复合物加入到每

孔中, 在37℃, 50 mL/L CO2中保温48 h. 实验分

为空白对照组(A组)、空白质粒psiRNA-H1转染

组(B组)和psiRNA-H1/STAT3转染组(C组), 每组

均设3个复孔. 
1.2.2 RT-PCR检测STAT3 mRNA: 按Invitrogen
公司TRIzol试剂使用氯仿和异丙醇抽提总RNA. 
使用Fermentas公司逆转录试剂盒采用olig DT
和逆转录酶合成cDNA链. PCR引物由应用软

件Prima5.0设计, 由上海生工公司合成上游引

物: 5'-GTCAGATGCCAAATGC -3'; 下游引物: 
5'-CCTGGAGGCTTAGTGC -3',长度度为409 bp. 
β-actin上游引物 5'-TGTACGTTGCTATCCAG
GCT-3'下游引物5'-CTCCTTAATGTCACGCAC
GA-3', 长度为248 bp. PCR反应体系(总体积25 

■相关报道
最 近 的 文 献 报
道 ,  通 过 短 发 夹
RNA(shRNA)来
使目的基因失活
是RNA干扰的有
效途径.
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μL): H2O 6 μL, 10 mmol/L dNTP 1 μL, 25 mmol/
L MgCl2 2 μL, 10×Buffer 2.5 μL, 上, 下游引物

各0.5 μL, cDNA 2 μL, Taq酶0.5 μL. PCR条件: 预
变性94℃, 5 min; 94℃, 45 s; 53℃, 45 s; 72℃, 1 
min; 36个循环; 延伸72℃, 10 min . 反应结束后取

5 μL产物用15 g/L琼脂糖凝胶(内含嗅化乙啶)电
泳, 紫外灯下观察并用凝胶成像系统成像. 
1.2.3 Western blot检测STAT3蛋白表达: 细胞经

胰酶消化后, 用预冷至4℃的裂解缓冲液加入

到经PBS漂洗第3天收集的培养细胞中, 冰上作

用20 min, 12 000 g离心2 min后, 上清液保存于

-20℃. 采用Bradford法测定蛋白质浓度, 以50 
μg/孔上样, 3.47 mmol/L SDS PAGE凝胶电泳分

离, 通过电转移法将蛋白质从SDS PAGE凝胶

转移至硝酸纤维素膜. 后者在含5%脱脂奶粉的

TTBS中37℃封闭90 min, 加入一抗4℃孵育过夜, 
TTBS充分漂洗(10 min×3次), 加入二抗37℃作

用40 min, TTBS充分漂洗(10 min×3次), 化学荧

光法(ECL)显色, 观察结果. 
1.2.4 MTT观察细胞增殖情况: 将对数生长期的3
组细胞用2.5 g/L胰酶消化后, 用含100 mL/L小牛

血清的RPMI l640培养基配成5×106个/L的细胞

悬液, 接种在96孔培养板中, 每孔接种200 μL, 每
组设3个复孔, 在于37℃、50 mL/L CO2、饱和湿

度条件下培养24 h, 每孔加入MTT溶液(5 g/L) 20 
μL, 37℃培养4 h, 弃去培养基, 每孔加入100 μL 
DMSO, 振荡15 min, 以酶标仪检测490 nm波长下

A值, 增殖能力以平均A值分析. 以A组细胞为对

照, 计算各组细胞生长的抑制率, 细胞生长的抑

制率(IR) = (1-试验孔A值/对照孔A值)×100%. 
1.2.5 流式细胞仪检测细胞凋亡与周期分布: 对
数生长期的细胞用胰酶消化成单细胞悬液, 冰
PBS洗涤2次, 1000 r/min离心5 min. 弃上清, 缓
慢加入-20℃预冷的95%乙醇, 4℃过夜. 取细胞

悬液, PBS洗涤, 2000 r/min离心5 min后, 弃上清. 
P I染液1.0 mL染30 min, 488 nm激发波长测定样

品, 620 nm带通滤片检测PI荧光. 细胞周期分析

软件MultiCycle分析得到DNA指数(DNA index, 
DI)细胞周期数值, 并以下列公式计算细胞增殖

指数 (proliferation index, PI): PI = (S%+G2%)/ 
(G1%+S%+G2%)×100. 
1.2.6 裸鼠移植瘤体内观察细胞生长: 取对数生

长期消化细胞并计数, 悬浮于PBS中配成1010/L. 
18只♀裸鼠随机分成3组, 每组6只, 分别接种

A、B、C 3组细胞, 于右胁皮下分别注射200 μL 
PBS细胞悬液. 观察注射部位肿瘤结节开始形

成的时间, 在第4周末处死裸鼠, 分离皮下形成

的肿瘤测量, 用游标卡尺测量肿瘤长径(a), 短径

(b), 并计算其体积(V = a×b2/2), 计算体积.
统计学处理 将所有原始数据整理后, 应用

SPSS12.0统计软件进行数据分析. 所有计量资料均

以mean±SD表示, 原始资料应用t检验和方差分析.

2  结果

2.1 半定量RT-PCR结果 扩增片段大小与所设

计的大小一致, STAT3和β-actin设计扩增片段

分别为409 bp和248 bp. psiRNA-H1/STAT3转染

的MKN-45中STAT3 mRNA的表达较对照组和

空载体转染的细胞中mRNA表达量显著下降. 
STAT3扩增产物的强度与内参照β-actin的比值

在对照组、psiRNA-H1转染组和psiRNA-H1/
STAT3转染组分别为(1.937±0.043)、(1.905±
0.061)和(0.612±0.074), psiRNA-H1转染组和对

照组相比差异没有显著性, 重组质粒转染与对

照组和psiRNA-H1转染组相比差异具有显著性

(P <0.05, 图1).
2.2 STAT3蛋白表达 各组细胞经Western blot检测

分析表明, 内参照GAPDH为均一显影的条带, 但
STAT3显影条带密度不同. 其中, 对照组和psiR-
NA-H1转染组细胞STAT3表达量较高, 而重组质

粒转染组细胞STAT3表达量显著下降(图2). 吸光

度值分析结果分别为(2.005±0.064)、(1.984±
0.072)、(0.668±0.054), psiRNA-H1转染组和对

照组相比差异没有显著性, 重组质粒转染与对

照组和psiRNA-H1转染组相比差异具有显著性

(P <0.05). 
2.3 抑制率 脂质体介导的表达STAT3短发夹状

RNA重组质粒(psiRNA-H1/STAT3)对MKN-45细
胞有明显生长抑制作用, 而psiRNA-H1转染组对

细胞生长无明显抑制作用(组间比较P<0.05, 表1). 
2.4 细胞周期分布的改变 psiRNA-H1/STAT3转
染组G0/G1期细胞比例增高, 同时S期和G2/M期

细胞比例降低, 细胞的增殖指数明显降低. psiR-

■创新盘点
本文利用STAT3
基因的特异性小
RNA干扰质粒转
染胃癌细胞系, 观
察了成功转染后
细胞增殖系数、

细胞周期分布和
转染后细胞在裸
鼠的生长.

表  1  重 组 质 粒 、 空 质 粒 转 染 对 细 胞 增 殖 的 抑 制 率 
(mean±SD, %)

     
分组

                                                    时间(h)

                                          24             48                72

对照组                   3.43±0.74       5.76±1.43     8.52±1.32

psiRNA-H1转染组     4.45±1.24     7.69±2.54   14.32±2.43

psiRNA-H1/STAT3   23.42±2.43a   35.63±2.32a    43.4±3.24a

转染组

aP<0.05 vs  对照组.
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■应用要点
针对STAT3基因
的特异性小RNA
干扰质粒在体外
能有效抑制人胃
癌细胞系STAT3 
mRNA和蛋白表
达, 细胞增殖能力
减弱, 在体内明显
抑制肿瘤生长, 为
STAT3基因靶向
治疗提供一定的
实验依据. 

NA-H1转染组的MKN-45细胞增殖指数无明显

改变(表2).
2.5 移植瘤生长 对照组和psiRNA-H1转染组7 d
左右可触及肿瘤, psiRNA-H1/STAT3转染组10 d
左右触及肿瘤. 每周观察3组裸鼠移植瘤的体积, 
4 wk后, 处死裸鼠, 对照组、psiRNA-H1转染组

和psiRNA-H1/STAT3转染组3组裸鼠移植瘤的体

积分别为13.65±5.64 cm3、12.54±5.12 cm3和

4.47±0.18 cm3, 对照组和psiRNA-H1转染组之

间无差异, psiRNA-H1/STAT3转染组分别与对照

组和psiRNA-H1转染组有显著性差异(P <0.05).

3  讨论

近年 ,  治疗肿瘤的一种新途径-分子靶向治疗

正在迅速发展. 他利用肿瘤细胞过度表达的某

些特异性分子结构作为靶点, 针对性的选择抗

体、抑制剂等阻断剂, 有效地干预该靶点分子

及其调控的信号传导通路, 从而达到抑制肿瘤

发生、发展和转移的效果[4]. 因此寻找新的靶点

已经成为肿瘤靶向治疗研究热点. STAT3是在研

究IFN信号转导机制的过程中发现一种转录因

子, 可以在外界信号的刺激下激活并直接转入

细胞核内引发相应靶基因的转录, 是一种信号

转导子和转录激活子[1]. 近年来研究发现, STAT3
是EGF、IL26/JAK、Src等多个酪氨酸激酶信号

通道汇聚的焦点[5-6], 其具有强烈的抑制细胞凋

亡、促进细胞增殖的作用, 参与了人类恶性肿

瘤的发生、发展和演进, 在多种肿瘤中都有过

度激活[7-13]. 在正常鼠成纤维细胞及人口腔角化

细胞、乳腺细胞中阻断STAT3信号通道并不影

响细胞生长[14]. 因此, 阻断STAT3途径也许不会

过多损伤正常细胞的功能. 我们先前的研究发

现, STAT3在胃癌中呈高表达, 这为本研究提供

了理论基础. 
Yu et al报道, 通过短发夹RNA(short hairpin 

RNA, shRNA)来使目的基因失活是RNA干扰的

有效途径[15], siRNA表达载体用3种RNA聚合酶

Ⅲ启动子(pol Ⅲ)操纵一段小的发夹RNA在哺

乳动物细胞中的表达是有效的降低基因表达一

个更为经济的方法. 本研究中我们按照Fan et al
报道[16]和Invivogen公司在线设计软件设计针对

STAT3基因的特异性小RNA干扰基因序列, 利
用本实验室保存的Invivogen公司RNA干扰载体

(psiRNA-hHneo), 通过退火、酶切、连接、筛选

和测序等步骤构建STAT3基因特异性小RNA干

扰质粒(psiRNA-STAT3). 应用针对STAT3基因的

特异性小RNA干扰质粒(psiRNA-H1/STAT3)转
染MKN-45细胞, 实验分为对照组、psiRNA-H1
转染组和psiRNA-H1/STAT3转染组3组. 通过RT-
PCR和Western blot检测STAT3特异性小RNA干

扰基因对胃癌细胞STAT3基因mRNA和蛋白表

达的影响; 检测MTT观察细胞增值情况, 检测流

式细胞仪观察胃癌MKN-45细胞凋亡情况. 同
时观察了STAT3特异性小RNA干扰质粒对胃癌

MKN-45细胞裸鼠移植瘤生长的影响. 
我们成功构建了针对S T AT 3基因的特

表 2 重组质粒、空质粒转染后对MKN-45细胞周期分布的影响 (mean±SD, %)

     
分组

                                                                                各细胞周期比值                             
增殖指数

                                                                 G0/G1                           S                          G2/M

对照组                                    65.21±2.41 18.40±2.31         14.52±2.64        33.54±2.91

psiRNA-H1转染组                   67.42±4.34 17.72±3.42         14.80±3.05        32.54±4.31

psiRNA-H1/STAT3转染组   73.52±3.53a 10.43±4.21a         14.63±5.32        25.42±3.48a

aP<0.05 vs  对照组.

M           1           2          3

600 bp
500 bp
400 bp
300 bp
200 bp

100 bp

图  1  对 照 组 、 空 质 粒 转 染 组 及 重 组 质 粒 转 染 组 中
STAT3 mRNA的表达. 1: 对照组; 2: psiRNA-H1转染组; 3: 

psiRNA-H1/STAT3转染组. 

图 2 对照组、空质粒转染组及重组质粒转染组中STAT3蛋
白的表达. 1: psiRNA-H1/STAT3转染组; 2: psiRNA-H1转

染组; 3: 对照组.

1                2                3

GAPDH

STAT3

42 kDa

92 kDa
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异性小R N A干扰质粒(p s i R N A-H1/S TAT3). 
p s i R N A-H1/S TAT3转染组S TAT3的表达在

mRNA水平和蛋白水平均显著降低; 胃癌细胞生

长明显减慢, G0-G1期细胞比例显著增加, G2-M期

细胞比例减少, 细胞的增殖指数明显降低. 同时

在体内, 裸鼠皮下移植瘤试验发现生长速度和

体积明显下降. 这说明在体内外, 针对STAT3基
因的特异性小RNA干扰质粒能明显沉默STAT3
基因, STAT3表达下调后, 胃癌细胞在体内和体

外的生长都受到明显抑制. 我们的研究为STAT3
基因靶向治疗提供一定的实验依据, STAT3有望

成为胃癌治疗中一个新的治疗靶位, 靶向STAT3
基因治疗显示出潜在的疗效和良好的发展前景.
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