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■背景资料
Stat5在白血病、

头颈部鳞癌及乳
腺癌等多种肿瘤
组织及细胞系中
呈持续活化, 但是
关于Stat5在调控
胃癌细胞凋亡过
程中的作用还有
待进一步研究.
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Abstract
AIM: To investigate the mechanism of Stat5 
antisense oligonucleotide (Stat5 AS-ON) 
combined with 5-fluorouracil (5-FU) in the 
treatment of gastric cancer.

METHODS: Human gastric cancer cell line 
BGC823 was treated with Stat5 AS-ON and 
5-FU, respectively, or in combination. The ex-
pression of Stat5, p-Stat5, cyclin D1 and Bcl-xL 
in the cells were detected by Western blot, and 
the cell cycle and apoptosis were detected by 
flow cytometry.

RESULTS: After treatment with Stat5 AS-ON 
and 5-FU for 72 h, the ratio of G1-phase cells was 

up-regulated from 65.7% to 78.2%, and that of 
S-phase cells was down-regulated from 18.6% 
to 10.5%; the percentage of apoptotic cells was 
increased from 7.4% to 21.6%. Stat5 AS-ON and 
5-FU synergically inhibited the growth of gastric 
cancer cells, induced significant apoptosis of the 
cancer cells, and they reduced the expression 
and phosphorylation of Stat5, as well as the ex-
pression of cyclin D1 and Bcl-xL.

CONCLUSION: Selective inhibition of specific 
signaling pathway in the cells may provide a 
new approach in the treatment of gastric cancer.
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摘要
目的: 探讨Stat5反义寡核苷酸(Stat5 AS-ON)
联合5-氟尿嘧啶(5-FU)治疗胃癌的作用机制. 

方法: Stat5 AS-ON、5-FU单用或联用处理
胃癌细胞BGC823, Western blot检测Stat5、
p-Stat5、cyclin D1与Bcl-xL表达, MTT法检测
细胞增殖状态, 流式细胞技术检测细胞周期与
凋亡. 

结果: Stat5 AS-ON与5-FU作用于BGC823细胞
72 h后, G1期细胞比率由65.7%上升至78.2%, S
期细胞比率分别由18.6%, 下降至10.5%, 凋亡
细胞百分比由7.4%增加至21.6%. Stat5 AS-ON
与5-FU可以抑制胃癌细胞增殖, 促进胃癌细
胞凋亡, 联合应用Stat5 AS-ON与5-FU可以起
协同作用, 明显抑制胃癌细胞Stat5信号转导
通路活化.

结论: 选择性阻断细胞内信号转导通路可能
为治疗胃癌提供新途径.
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0  引言

Sta t5是转录信号传导子与激活子通路(s igna l 
transducers and activators of transcription, STATs)
的重要成员, 该通路接受生长因子与细胞因子

等细胞外信号刺激, 调节细胞增殖、分化及凋

亡[1]. 目前已发现Stat5在白血病、头颈部鳞癌及乳

腺癌等多种肿瘤组织及细胞系中呈持续活化[2-4], 
但是关于Stat5在调控胃癌细胞凋亡过程中的作

用还有待进一步研究. 我们应用Stat5反义寡核

苷酸与5-氟尿嘧啶处理胃癌细胞, 观察对胃癌细

胞增殖和凋亡的影响, 探讨以Stat5信号转导通

路为靶点在药物治疗胃癌中的作用. 

1  方法

1.1 材料 人胃癌细胞BGC823, 培养于含有胎牛

血清(美国HyClone公司)的RPMI 1640培养基(美
国Gibcol公司). Stat5反义寡核苷酸根据Stat5翻
译起始点合成, 同时本研究还设立了正义寡核

苷酸链和错配寡核苷酸链作为对照组, 错配链

的序列在GenBank数据库进行同源性检索, 未发

现同源序列. (1)Stat5反义寡核苷酸序列: 5'CCA 
CAC AGC CAT GTT TAC CCG 3'; (2)Stat5正义

寡核苷酸序列: 5'CGG GTA AAC ATG GCT GTG 
TGG 3'; (3)Stat5错配寡核苷酸序列: 5'CCA CAG 
AGC CAT GTT TTC CCG 3'. 以上寡核苷酸由

美国Santa Cruz公司合成及纯化. 阳离子脂质体

LipofectAmine2000(美国Gibcol公司), 转染过程

参照Gibcol公司手册.
1.2 方法 分为对照组、Stat5 AS-ON组、5-FU
组、5-FU+Sta t5 AS-ON组. 溶液中含等量乙

醇和DMSO, 各组溶液的乙醇或DMSO不超过

1 mL/ L. 接种细胞于96孔板, 贴壁后, 无血清培

养细胞16-24 h, 使细胞同步化. 空白对照组加

无血清培养基, 试验组分别加入Stat5 AS-ON和

/或5-FU, 0, 24, 48, 72 h分别加入5 g/L MTT(美
国Sigma公司), 继续培养4 h, 每孔加入DMSO 
200  mL, 酶标仪测定540 nm吸光度A , 绘制生长

曲线. 无血清培养细胞16-24 h, 使同步化, 空白

对照组加无血清培养基, 试验组分别加入Stat5 
AS-ON和/或5-FU继续培养, 0, 24, 48, 72 h分别

消化细胞, PBS 0.5 mol/L重悬细胞, 700 mL/L
冰乙醇固定细胞过夜, 加入RNAase A至终浓度

50 mg/L, 37℃恒温水浴1 h, 加入PI(美国Sigma
公司)至终浓度50 mg/L, 4℃避光染色1 h, 上
流式细胞仪FACScan(美国Becton-Dickinson公
司)检测, 资料用Cell Quest细胞周期分析软件

处理. 细胞凋亡同步化处理及单细胞悬液制备

同前, 应用凋亡检测试剂盒, PBS 0.5 mol/L离
心洗涤2次, 200  mL结合缓冲液重悬, 加入AN-
NEXTIN V-FITC至终浓度1 mg/L, 加入PI至终

浓度2.5 mg/L, 室温避光染色15 min, 上流式

细胞仪FACScan(美国Becton-Dickinson公司)
检测. (1)细胞总蛋白提取: 细胞于裂解缓冲液

中裂解(150 mmol/L氯化钠; 10 g/L过氧胆酸

钠; 10 g/L Triniton X-100; 1 g/L十二烷基磺酸

钠; 10 mmol/L Tris, pH 7.2; 1 mmol/L正钒酸

钠; 1 mmol/L苯甲磺酰氟; 1 mmol/L氟化钠; 
0.1 mmol/L抑肽酶, 1 mmol/L亮抑蛋白酶肽). 
裂解液在4℃条件下13 000 r/min离心30 min, 
收集上清液得到细胞总蛋白;  (2)胞质蛋白提

取: 收集细胞悬液, 4℃条件下13 000 r/min离心

2 min; 胞质缓冲液(20 mmol/L羟乙基哌嗪乙

磺酸, pH 7.9; 10 mmol/L氯化钾; 100 mL/L甘
油; 1 mmol/L乙二胺四乙酸; 1 mmol/L二硫苏

糖醇; 0.1 mmol/L正钒酸钠; 1 mmol/L苯甲磺

酰氟)重悬, 裂解产物4℃条件下13 000 r/min离
心5 min, 收集上清液得到胞质蛋白. (3)细胞核

蛋白提取: 收集细胞悬液, 用低渗缓冲液于冰上

裂解细胞10 min; 4℃条件下13 000 r/min离心

1 min; 4℃条件下用高盐缓冲液(420 mmol/L
氯化钠; 20 mmol/L羟乙基哌嗪乙磺酸, pH 7.9; 
10 mmol/L氯化钾; 200 mL/L甘油; 1 mmol/L乙
二胺四乙酸; 1 mmol/L二硫苏糖醇; 0.1 mmol/L
正钒酸钠; 1 mmol/L苯甲磺酰氟)重悬粗提的

细胞核, 振荡30 min; 4℃条件下13 000 r/min离
心10 min; 取上清为核提取物, 贮存于-80℃冰

箱. 以牛血清蛋白(BSA)作为标准品, 根据蛋白

定量试剂盒(美国Bio-Rad公司)手册绘制蛋白定

量标准曲线, 于分光光度计595 nm下测吸光度

A值, 计算提取液蛋白浓度. 在进行Western blot
之前将蛋白提取物与十二烷基磺酸钠(SDS)上
样缓冲液按1∶1混合(125 mmol/L Tris HCl, pH 
6.8; 40 g/L十二烷基磺酸钠; 200 mL/L甘油; 
100 g/L 2-巯基乙醇)后100℃水浴下加热5 min. 
取蛋白样品50 μg, 75-100 g/L聚丙烯酰胺凝胶

电泳分离后电转移到PVDF膜上. 电泳时在聚丙

■研发前沿
Stat5作为上游激
酶通过调控靶基
因转录而影响肿
瘤细胞的增殖与
凋亡机制是近期
研究的重点.
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烯酰胺凝胶中加入预染标准分子量蛋白作为指

示. 转膜后用TBST缓冲液(10 mmol/L Tris HCl, 
pH 7.5, 150 mmol/L 氯化钠, 5 g/L Tween-20)与
5 g/L牛血清白蛋白封闭30 min. 封闭后, 加入

一抗(Stat5, p-Stat5, Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1, Cas-
pase-3, GAPDH)(美国Santa Cruz公司), 工作浓

度1∶1000; GAPDH作为内参照, 于4℃条件下

孵育过夜, 用TBST(每次5 min)洗膜后, 与辣根

过氧化物酶结合的二抗(英国Amersham公司)孵
育30 min, 工作浓度1∶1000. 然后用ECL化学发

光试剂盒检测杂交信号. 细胞核蛋白样品50 mg
上样于75 g/L的聚丙烯酰胺凝胶经电泳分离后, 
电转移至PVDF膜(美国Millipore公司), 封闭后, 
辣根过氧化物酶结合的二抗, (英国Amersham公

司), 工作浓度1∶1000. 用ECL(英国Amersham公

司)化学发光试剂盒检测杂交信号. 用Phospho-
Imager图像分析仪(美国Molecular Dynamics公
司)测定条带的吸光度A值, 以A值代表蛋白的相

对表达量.
统计学处理 应用SPSS 12.0统计学软件, 采

用独立样本t检验, P <0.05时为有统计学差异.

2  结果

Stat5在胃癌细胞中持续活化(图1). Stat5 AS-ON
与5-FU作用于BGC823细胞后, 细胞增殖水平下

降(图2). Stat5 AS-ON与5-FU作用于BGC823细
胞72 h后, G1期细胞比率由65.7%上升至78.2%, 
S期细胞比率由18.6%下降至10.5%, 细胞增殖受

抑制(图3). Stat5 AS-ON与5-FU作用于BGC823
细胞72 h后 ,  凋亡细胞百分比由7.4%增加至

21.6%(图4). Stat5 AS-ON与5-FU作用于BGC823
细胞72 h后, Stat5表达与活性下调, 其靶基因产

物Bcl-xL与cyclin D1表达下降(图5).

3  讨论

S TATs信号转导通路与细胞的增殖、分化及

凋亡关系密切 ,  该通路异常活化可导致细胞

异常增殖和恶性转化. 哺乳动物中STATs家族

■创新盘点
关于Stat5信号转
导通路的研究主
要集中于血液系
统与乳腺肿瘤, 而
本文研究的Stat5
在胃癌细胞耐药
中的作用机制是
目前研究发展的
趋势.

图  1  胃癌BGC823细胞增殖过程中Stat5信号转导通路成员
表达.

图  2  BGC823细胞增殖状态.

图  3  BGC823细胞周期.

图  4  BGC823细胞凋亡.
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由7个成员组成: Stat1-Stat4, Stat5a, Stat5b及
Stat6[2]. Stat5最初被称为泌乳素诱导的乳腺因

子(mammary gland factor, MGF), 在乳腺上皮细

胞增殖与分化中起重要作用[5]. Stat5包括Stat5a
与Sta t5b两种异构体, 结构上具有95%的同源

性.  研究证实Stat5表达与活化不仅与乳腺癌发

生、发展密切相关, 而且在其他肿瘤如髓样白

血病、头颈部鳞状细胞癌及前列腺癌中异常

表达与活化[5-10]. 其中Sta t5作为上游酪氨酸激

酶通过调控靶基因而诱导某些关键产物的表达

来影响肿瘤的发生, 重要的靶基因产物包括影

响细胞凋亡的Bcl-2家族成员[11-14]. Bcl-2家族包

括抑凋亡和促凋亡两大类, 前者包括Bcl-2, Bcl-
xL, Mcl-1等, 后者包括Bax, Bak, Bcl-xS等. bcl-x
基因启动子上存在多个STATs结合位点, STATs
可直接与b c l-x 启动子结合而启动转录 [14-17]. 
Gutierrez-Castellanos[18]在研究慢性髓性白血病

(chronic myelogenous leukemia, CML)时发现, 
CML患者外周血单核细胞中Bcl-xL表达在慢性

期下降, 而在急变期迅速升高, 逆转录聚合酶链

反应(RT-PCR)显示在此过程中Bcl-xL转录受到

磷酸化Stat5的调控. 
本研究结果显示 ,  S t a t5通路在胃癌细胞

BGC823增殖过程中持续激活, 应用Stat5 AS-
ON作用于胃癌细胞系BGC823, 发现BGC823细
胞增殖水平随Stat5 AS-ON作用时间延长而下

降, 相应空白对照组变化不明显. 由于胃癌对化

疗药物属中低度敏感, 即使最有效的5-FU其反

应率仅有20%-30%, 对其耐药机制的研究仍是

热点和难点, 已经有研究显示STATs信号转导通

路异常激活与肿瘤耐药可能有关, 但是具体机

制尚不清楚[19-23]. 为研究Stat5在介导胃癌药物

治疗的作用机制, 我们应用Stat5 AS-ON, Stat5 
AS-ON+5-FU分别作用于BGC823细胞, 发现

BGC823细胞增殖水平随药物作用时间延长而

下降, 以Stat5 AS-ON+5-FU组细胞下降为明显, 
Stat5 AS-ON+5-FU作用于BGC823细胞72 h后, 
细胞增殖受抑制, 凋亡细胞增加. Western blot显
示, BGC823细胞中Stat5, p-Stat5, Bcl-xL及cyclin 
D1表达水平明显下降, 提示胃癌细胞耐药可能

与Stat5异常激活有关, Stat5 AS-ON可以协同化

疗药物5-FU对胃癌细胞BGC823起治疗作用. 
总之, Stat5信号转导通路在胃癌细胞中的

转录调控机制尚不清楚, Stat5的异常激活与胃

癌细胞凋亡关系还有待于进一步明确[24-27]. 实验

动物模型及临床观察中发现: 肿瘤细胞耐受化

疗与Stat5与Bcl-2成员异常增高有关, 阻断Stat5
通路可诱导耐药肿瘤细胞凋亡[28-30]. 深入研究

Stat5信号转导通路作用机制有可能为治疗胃癌

提供新的理论和实验基础[31-33].
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