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摘要　 目的　 探讨信号转导与转录激活因子 ４（ＳＴＡＴ４）在肺腺癌（ＬＵＡＤ）中的表达水平，并分析其对 ＬＵＡＤ 细胞增殖、侵袭和

迁移能力的影响。 方法　 通过高通量基因表达数据库（ＧＥＯ）、人类蛋白质图谱数据库（ＨＰＡ）以及卡普兰 － 迈耶绘图数据库

（Ｋａｐｌａｎ⁃Ｍｅｉｅｒ Ｐｌｏｔｔｅｒ）探究 ＳＴＡＴ４ 在 ＬＵＡＤ 中的表达及对患者生存的影响。 使用慢病毒包装技术构建 ＳＴＡＴ４ 敲低的 ＬＵＡＤ
细胞稳系，然后用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测 ＳＴＡＴ４ 的敲低效率。 再利用 ＣＣＫ⁃８ 技术和细胞克隆形成实验检测 ＳＴＡＴ４ 对 ＬＵＡＤ 细胞增殖

的影响，同时利用细胞划痕试验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测 ＳＴＡＴ４ 对 ＬＵＡＤ 细胞侵袭和迁移能力的影响。 结果　 ＳＴＡＴ４ 在 ＬＵＡＤ
中低表达，且其低表达不利于 ＬＵＡＤ 患者的生存。 在 ＬＵＡＤ 中敲低 ＳＴＡＴ４ 后，ＬＵＡＤ 细胞的增殖、侵袭和迁移能力增强。 结论

　 ＳＴＡＴ４ 是 ＬＵＡＤ 中的预后标记蛋白，对 ＬＵＡＤ 细胞的增殖、侵袭和迁移能力有抑制作用，其有望成为新的治疗靶点。
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　 　 近年来，在全球范围内肺癌的发病率逐渐上

升［１］，由于肺癌起病隐匿，常常在疾病晚期才被诊

断出来，所以肺癌患者的 ５ 年存活率很低［２］。 早期

发现肺癌可以有更好的治疗效果，探索肺癌的潜在

靶点和预后标志物对肺癌具有重要意义［３］。 信号

转导和转录激活因子（ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｏｒ
ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ， ＳＴＡＴ）是细胞质转录因子的一个基

因家族，已被确定为 ＤＮＡ 结合蛋白的主要组分，这
些蛋白响应多种细胞因子并激活基因转录［４ － ５］。 研

究［６］表明，ＳＴＡＴ 家族中的 ７ 个不同成员（ ＳＴＡＴ１、
ＳＴＡＴ２、ＳＴＡＴ３、ＳＴＡＴ４、ＳＴＡＴ５Ａ、ＳＴＡＴ５Ｂ 和 ＳＴＡＴ６）
可调节许多生理和病理过程，在许多生物过程中发

挥着重要作用，包括细胞增殖、分化、凋亡和存活。
ＳＴＡＴ４ 主要由白细胞介素 （ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ， ＩＬ）⁃１２ 激

活，在 Ｔｈ１ 细胞的分化中起关键作用并且在调节抗

病毒防御、诱导细胞死亡和生长停滞方面也起着重

要的作用［７］。 ＳＴＡＴ４ 与肿瘤的发生和进展有一定

的关系，其在结直肠癌的侵袭性和转移性表型的获

得中发挥作用，还与胃癌的转移密切相关［８］。 ＳＴＡＴ

家族在各种癌症进展中起关键作用，并已被确定为

潜在的治疗靶点［９］。 然而，ＳＴＡＴ 家族在肺癌患者

中的预后价值尚未完全表征。 本研究探讨 ＳＴＡＴ４
在肺腺癌（ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ， ＬＵＡＤ）中的作用及

功能，为 ＳＴＡＴ４ 作为 ＬＵＡＤ 全新的治疗靶点提供实

验依据。

１　 材料与方法

１． １　 材料　 肺腺癌细胞（Ａ５４９、ＰＣ９）、人胚肾细胞

（２９３Ｔ）购自武汉普诺赛生命科技有限公司；胎牛血

清购自南京生航生物技术有限公司；高糖液体培养

基、聚凝胺、嘌呤霉素购自合肥白鲨生物科技有限公

司；ＲＮＡ 提取试剂盒购自山东思科捷生物技术有限

公司；限制性内切酶（ＡｇｅＩ、ＥｃｏＲＩ）均购自北京安诺

伦生物技术有限公司；细胞增殖及毒性检测试剂盒

ＣＣＫ⁃８ 购自广州信天翁生物科技有限公司；细胞培

养小室购自苏州甄选生物技术有限公司；β⁃ａｃｔｉｎ 抗

体购自武汉三鹰生物技术有限公司（６６００９⁃１⁃Ｉｇ）；
ＳＴＡＴ４ 抗体购自美国 Ｍｅｄ Ｃｈｅｍ Ｅｘｐｒｅｓｓ 公司（ＨＹ⁃
Ｐ８０９０３）； ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 引物购自合肥有康生物有限公

司。 引物序列见表 １。
１． ２　 生物信息分析方法

１． ２． １ 　 卡普兰 － 迈耶绘图数据库 （Ｋａｐｌａｎ⁃Ｍｅｉｅｒ
Ｐｌｏｔｔｅｒ） 　 Ｋａｐｌａｎ⁃Ｍｅｉｅｒ Ｐｌｏｔｔｅｒ 数据库是一个权威的

生存分析工具，用于评估基因表达与患者生存率之
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表 １　 引物碱基序列

Ｔａｂ． １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ

Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′⁃３′）
ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＣＡＡＣＴＧＣＴＴＡＧＣＡＣＣＣＣＴＧＧ

Ｒ：ＧＴＣＡＡＡＧＧＴＧＧＡＧＧＡＧＴＧＧＧ
ＳＴＡＴ４ Ｆ：ＡＡＴＧＧＧＣＴＣＧＡＣＣＡＧＣＴＴＣ

Ｒ：ＡＧＧＴＧＡＣＴＣＴＴＴＣＴＡＧＣＡＴＧＴＧＡ

间的关系，能够直接绘制生存曲线。 本研究使用该

数据库分析 ＳＴＡＴ４ 对 ＬＵＡＤ 患者生存的影响。
１． ２． ２ 　 高通量基因表达数据库 （ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｍｎｉｂｕｓ ｄａｔａ ｂａｓｅ， ＧＥＯ） 　 ＧＥＯ 是美国国立生物技

术信息中心（Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｉｎｆｏｒ⁃
ｍａｔｉｏｎ， ＮＣＢＩ）创建并维护的基因表达数据库。 数

据库提供的数据类型包括基因表达综合系列（ｇｅｎｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｍｎｉｂｕｓ ｓｅｒｉｅｓ， ＧＳＥ）数据编号、基因表达

综合样本（ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｍｎｉｂｕｓ ｓａｍｐｌｅ， ＧＳＭ）数
据编号。 本研究通过 ＧＳＥ１０３５１２ 和 ＧＳＥ２１９３３ 数据

集的分析，探究 ＳＴＡＴ４ 在 ＬＵＡＤ 中的表达水平。
１． ２． ３ 　 人类蛋白质图谱数据库（ｈｕｍａｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｔ⁃
ｌａｓ， ＨＰＡ） 　 ＨＰＡ 数据库分为细胞、组织、病理 ３ 个

部分，分别展示了蛋白在细胞、正常组织和癌变组织

中的表达情况，其结果用免疫组化染色图表示。 本

研究中免疫组化图来源于该数据库。
１． ３　 方法

１． ３． １　 细胞培养　 Ａ５４９、ＰＣ９ 和 ２９３Ｔ 用含 １０％胎牛

血清的 ＤＭＥＭ 高糖培养基于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培养箱。
１． ３． ２　 构建 ＳＴＡＴ４ 敲低及过表达载体　 根据实验

需要，选择 ｐＬＫＯ. １ 载体，用 ＡｇｅＩ、ＥｃｏＲＩ 内切酶双

酶切 ｐＬＫＯ. １ 载体。 根据引物设计原则设计引物，
退火后得到目的片段。 与酶切后的 ｐＬＫＯ. １ 载体酶

联，得到 ｐＬＫＯ. １⁃ＳＴＡＴ４ ｓｈＲＮＡ 的载体。 ｐＬＶＸ 载

体使用 ＥｃｏＲＩ 内切酶酶切 ｐＬＶＸ 载体。 根据引物设

计原则设计引物，ＰＣＲ 扩增得到目的片段。 与酶切后

的 ｐＬＶＸ 载体同源重组，得到 ｐＬＶＸ⁃ＳＴＡＴ４ 的载体。
１． ３． ３　 ＳＴＡＴ４ 敲低及过表达细胞稳系构建　 取两

个 １. ５ ｍＬ 离心管，分为 Ａ 管和 Ｂ 管。 Ａ 管：将 ５ μｇ
骨架质粒、２. ５ μｇ 的慢病毒包装质粒（ＶＳＶ⁃Ｇ）质粒

和 ５ μｇ 的 Ｐ８. ９ 质粒加入到 ４００ μＬ Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ 中并

混匀。 Ｂ 管：将 ３７. ５ μＬ 转染试剂聚乙烯亚胺（ｐｏｌｙ⁃
ｅｔｈｙｌｅｎｅｉｍｉｎｅ，ＰＥＩ）加入到 ４００ μＬ Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ 中静置

５ ｍｉｎ，Ａ、Ｂ 管混匀后室温静置 １５ ｍｉｎ。 将混合液均

匀加入 ２９３Ｔ 细胞中，放入培养箱孵育 １６ ｈ 后换液。
分别于转染 ４８、７２ ｈ 后用 ０. ４５ μｍ 的滤器过滤 ２９３Ｔ
病毒上清液。 将收集的病毒感染 Ａ５４９ 细胞和 ＰＣ９

细胞，并于 １２ ｈ 后加入 ２ μｇ ／ ｍＬ 嘌呤霉素，筛选

４８ ｈ后进行后续细胞实验。 细胞实验中，敲低组中

ＮｏｎＴ ｓｈＲＮＡ 细胞为对照组，ＳＴＡＴ４ ｓｈＲＮＡ 细胞为

实验组；而过表达组中 Ｃｏｎｔｒｏｌ 细胞为对照组，ｐＬＶＸ
ＳＴＡＴ４ 细胞为实验组。
１． ３． ４　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 实验　 收集细胞，使用 ＲＮＡ 提取

试剂盒提取细胞总 ＲＮＡ，反转录成 ｃＤＮＡ 后进行实

时荧光定量 ＰＣＲ 扩增（引物序列见表 １）。
１． ３． ５　 ＣＣＫ⁃８ 实验　 准备敲低的 ＳＴＡＴ４ 细胞，密度

生长至 ８０％ ～９０％时消化细胞。 用无血清培养基将

细胞制成每毫升培养基含 ２ × １０５ 个细胞的单细胞悬
液。 每孔取 １００ μＬ 单细胞悬液，３ 个孔为 １ 次重复。
待细胞贴壁后将培养基和 ＣＣＫ⁃８ 以 １０ ∶ １ 的比例混

合，每孔加入 １００ μＬ 混合试剂。 孵育 １. ５ ｈ 后，用酶

标仪检测 ４５０ ｎｍ 波长的吸收峰，连续处理 ５ ｄ。
１． ３． ６　 克隆形成实验　 计数前的实验步骤同 ＣＣＫ⁃８
实验，取 ５０ μＬ 单细胞悬液，铺于 ６ 孔板中，每 ３ 天换

１ 次液，培养 １４ ｄ。 收出 ６ 孔板用 ＰＢＳ 清洗 ３ 次，多
聚甲醛固定 １０ ｍｉｎ，结晶紫染色 １０ ｍｉｎ 后拍照。
１． ３． ７　 划痕试验　 慢病毒感染 ＬＵＡＤ 细胞后待细

胞密度至 ９０％ 左右，用 ２００ μＬ 吸头在 ６ 孔板内垂

直于板底面划痕。 弃去原有培养液，使用 ＰＢＳ 漂洗

３ 次冲去漂浮细胞。 用不含胎牛血清的 ＤＭＥＭ 继续

培养，４ 倍光学显微镜下每隔 １２ ｈ 采集 １ 次划痕图

片，Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析平均划痕宽度，并计算划痕愈

合率。 划痕愈合率 ＝ （０ ｈ 划痕宽度 － ７２ ｈ 划痕宽

度） ／ ０ ｈ 划痕宽度 × １００％ 。
１． ３． ８　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验　 细胞迁移检测：在 ６ 孔板中

用 １０％血清的培养基培养细胞，密度生长至 ８０％ ～
９０％时消化细胞。 用无血清培养基将细胞制成每毫

升培养基含 ４ × １０５ 个细胞的单细胞悬液，小室内加
单细胞悬液，小室底部加完全培养基，将小室置于培

养箱中培养 １４ ｈ。 弃掉培养液，ＰＢＳ 清洗 ２ 次，４ ℃
固定 ３０ ｍｉｎ，室温结晶紫染色 ３０ ｍｉｎ 后显微镜下观

察并计数。 细胞侵袭检测：在小室中加入 １００ μＬ 基

质胶，１ ｈ 后再加入细胞悬液，其余实验步骤同细胞

迁移实验。
１． ４　 统计学处理　 本文所涉及的数据分析和作图

均由 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８. ０. ２ 进行图形绘制，两组间

比较符合正态分布者用独立样本 ｔ 检验，不符合正

态分布者用秩和检验，多组间均数比较采用单因素

方差分析，Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＳＴＡＴ４ 在 ＬＵＡＤ 中低表达，且其低表达不利
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于 ＬＵＡＤ 患者的生存 　 为探究 ＳＴＡＴ４ 对 ＬＵＡＤ 患

者生存的影响，该实验使用 Ｋａｐｌａｎ⁃Ｍｅｉｅｒ Ｐｌｏｔｔｅｒ 数

据库进行生存分析。 结果显示，ＳＴＡＴ４ 低表达时患

者生存期短，ＳＴＡＴ４ 高表达的时候患者生存期长

（图 １Ａ）；通过 ＧＥＯ 数据库中 ＧＳＥ１０３５１２、ＧＳＥ２１９３３
数据集分别对 ＳＴＡＴ４ 在正常组织和 ＬＵＡＤ 组织中

的表达量进行分析，显示 ＳＴＡＴ４ 在 ＬＵＡＤ 组织中低

表达（图 １Ｂ）；同时对 ＨＰＡ 数据库中 ＳＴＡＴ４ 免疫组

化数据进行分析，结果显示，ＳＴＡＴ４ 在 ＬＵＡＤ 组织中

的表达水平低于正常肺组织 （图 １Ｃ）；通过 ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ（图 １Ｄ）和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验（图 １Ｅ），表明了

ＳＴＡＴ４ 在 ＬＵＡＤ 细胞系中低表达。

２． ２　 ＳＴＡＴ４ ｓｈＲＮＡ 载体构建 　 根据实验目的选

择慢病毒载体 ｐＬＫＯ. １（图 ２Ａ）。 用 ＡｇｅＩ、ＥｃｏＲＩ 酶

切 ｐＬＫＯ. １ 载体（图 ２Ｂ），根据设计的引物退火后得

到目的片段，用酶切后的 ｐＬＫＯ. １ 载体与目的片段

酶联，测序后结果比对显示，ｐＬＫＯ. １⁃ＳＴＡＴ４ ｓｈＲＮＡ
载体构建成功（图 ２Ｃ）。
２． ３　 检测 ＳＴＡＴ４ 在 ＬＵＡＤ 中的敲低效率 　 为了

验证 ＳＴＡＴ４ ｓｈＲＮＡ 的敲低效率，该实验进行了 ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验。 结果显示，在 ＬＵＡＤ 细

胞系中 ＳＴＡＴ４ ｓｈＲＮＡ 组细胞中 ＳＴＡＴ４ 的 ｍＲＮＡ 和

蛋白表达水平均低于 ＮｏｎＴ ｓｈＲＮＡ 组（图 ３），提示

ＳＴＡＴ４ 的敲低稳系构建成功。

图 １　 ＳＴＡＴ４ 在肺腺癌中低表达且与患者生存期呈正相关

Ｆｉｇ． １　 ＳＴＡＴ４ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ ａｎｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐａｔｉｅｎｔ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｉｎ ＬＵＡＤ
Ａ： Ｓｕｒｖｉｖａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＳＴＡＴ４ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ Ｋａｐｌａｎ⁃Ｍｅｉｅｒ Ｐｌｏｔｔｅｒ ｄａｔａｂａｓｅ； Ｂ： Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＳＴＡＴ４ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｉｎ ｔｈｅ

ＧＳＥ１０３５１２ ａｎｄ ＧＳＥ２１９３３ ｄａｔａｓｅｔｓ； Ｃ： Ｔｈｅ ＨＰＡ ｄａｔａｂａｓｅ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ＳＴＡＴ４ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ＬＵＡＤ ｔｉｓｓｕｅｓ × ４； Ｄ： ＲＴ⁃ｑＰＣＲ

ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｌｏｗ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＴＡＴ４ ｉｎ ＬＵＡＤ；Ｅ： Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｌｏｗ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＴＡＴ４ ｉｎ ＬＵＡＤ；∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

ｖｓ Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ； ＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１，＃＃＃＃Ｐ ＜ ０. ０００ １ ｖｓ ＨＬＦ１ ｇｒｏｕｐ．
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图 ２　 ＳＴＡＴ４ ｓｈＲＮＡ 载体构建

Ｆｉｇ． ２　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＳＴＡＴ４ ｓｈＲＮＡ ｖｅｃｔｏｒ
Ａ： Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｐＬＫＯ． １ ｖｅｃｔｏｒ； Ｂ： Ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｉｍａｇｅ ｏｆ ｔｈｅ ｐＬＫＯ. １ ｖｅｃｔｏｒ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｂｙ ＡｇｅＩ ａｎｄ ＥｃｏＲＩ ｅｎｚｙｍｅｓ； Ｃ：

Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｍａｐ ｏｆ ｔｈｅ ｐＬＫＯ． １⁃ＳＴＡＴ４ ｓｈＲＮＡ ｖｅｃｔｏｒ．

图 ３　 ＳＴＡＴ４ 敲低 ＬＵＡＤ 稳系构建

Ｆｉｇ． ３　 Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ＳＴＡＴ４⁃ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｓｔａｂｌｅ ＬＵＡＤ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ
Ａ： ＲＴ⁃ｑＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ ＳＴＡＴ４ ｉｎ ＬＵＡＤ ｃｅｌｌｓ ａｔ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌ； Ｂ： Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ

ＳＴＡＴ４ ｉｎ ＬＵＡＤ ｃｅｌｌｓ ａｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌ；∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ ＮｏｎＴ ｓｈ ｇｒｏｕｐ．

２． ４　 敲低 ＳＴＡＴ４ 促进 ＬＵＡＤ 细胞的增殖能力 　
为探究 ＳＴＡＴ４ 对 ＬＵＡＤ 增殖的影响，该研究进行

ＣＣＫ⁃８ 实验。 结果显示，敲低 ＳＴＡＴ４ 后 ＬＵＡＤ 细胞

的增殖能力增强（图 ４Ａ、４Ｂ）；克隆形成实验进一步

检测细胞增殖的变化。 结果显示，敲低 ＳＴＡＴ４ 能够

促进单个细胞的增殖能力，进一步验证 ＳＴＡＴ４ 对

ＬＵＡＤ 细胞增殖的抑制作用（图 ４Ｃ、４Ｄ）。
２． ５　 敲低 ＳＴＡＴ４ 促进 ＬＵＡＤ 迁移和侵袭的能力

　 为探究敲低 ＳＴＡＴ４ 对细胞迁移和侵袭的影响，该
实验进行细胞划痕试验。 结果显示，敲低 ＳＴＡＴ４
后，划痕两边的细胞能更快的向中间迁移（图 ５Ａ、
５Ｂ），即细胞迁移能力增强；随后进行 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实
验，显示敲低 ＳＴＡＴ４ 后穿过小室底部的细胞更多，
再次验证敲低 ＳＴＡＴ４ 能够促进 ＬＵＡＤ 的侵袭和迁

移（图 ５Ｃ、５Ｄ）。
２． ６　 ＳＴＡＴ４ 过表达载体构建　 根据实验目的选择
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图 ４　 敲低 ＳＴＡＴ４ 促进了 ＬＵＡＤ 增殖

Ｆｉｇ． ４　 Ｔｈｅ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ ＳＴＡＴ４ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＬＵＡＤ ｃｅｌｌｓ
Ａ， Ｂ： ＣＣＫ⁃８ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ； Ｃ， Ｄ： Ｃｅｌｌ ｃｏｌｏｎｙ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｓｉｎ⁃

ｇｌｅ ｃｅｌｌ；∗∗Ｐ ＜ ０. ０１， ∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １ ｖｓ ＮｏｎＴ ｓｈ ｇｒｏｕｐ．

图 ５　 敲低 ＳＴＡＴ４ 促进肺腺癌细胞侵袭、迁移

Ｆｉｇ． ５　 Ｔｈｅ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ ＳＴＡＴ４ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｔｈｅ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＬＵＡＤ ｃｅｌｌｓ
Ａ，Ｂ： Ｗｏｕｎｄ⁃ｈｅａｌｉｎｇ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｏｒｙ ａｂｉｌｉｔｙ × ４； Ｃ，Ｄ： Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａ⁃

ｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｉｅｓ × ２０；∗Ｐ ＜ ０. ０５， ∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１， ∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １ ｖｓ ＮｏｎＴ ｓｈ ｇｒｏｕｐ．
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慢病毒载体 ｐＬＶＸ （图 ６Ａ）。 用 ＥｃｏＲＩ 酶切 ｐＬＶＸ
载体（图 ６Ｂ），根据设计的引物 ＰＣＲ 扩增得到目的

片段，酶切后的 ｐＬＶＸ 载体与目的片段酶联，测序结

果比对显示 ｐＬＶＸ⁃ＳＴＡＴ４ 载体构建成功（图 ６Ｃ）。
２． ７　 检测 ＳＴＡＴ４ 在 ＬＵＡＤ 中的过表达效率　 ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验结果显示，在 ＬＵＡＤ 细胞

系中 ｐＬＶＸ⁃ＳＴＡＴ４ 组细胞中 ＳＴＡＴ４ 在 ｍＲＮＡ（图

７Ａ）和蛋白（图 ７Ｂ）表达水平均高于 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组，提

示 ＳＴＡＴ４ 的过表达稳系构建成功。
２． ８　 过表达 ＳＴＡＴ４ 抑制 ＬＵＡＤ 细胞的增殖能力

　 为探究 ＳＴＡＴ４ 对 ＬＵＡＤ 增殖的影响，该实验进行

ＣＣＫ⁃８ 实验。 结果显示，过表达 ＳＴＡＴ４ 后 ＬＵＡＤ 细

胞的增殖能力降低 （图 ８Ａ、８Ｂ）；克隆形成实验进一

步检测细胞增殖的变化。 结果显示，过表达 ＳＴＡＴ４
能够降低单个细胞的增殖能力，进一步验证了

ＳＴＡＴ４ 对 ＬＵＡＤ 细胞增殖的抑制作用（图 ８Ｃ、８Ｄ）。

图 ６　 ｐＬＶＸ⁃ＳＴＡＴ４ 载体构建

Ｆｉｇ． ６　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐＬＶＸ⁃ＳＴＡＴ４ ｖｅｃｔｏｒ
Ａ： Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｐＬＶＸ ｖｅｃｔｏｒ； Ｂ： Ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｉｍａｇｅ ｏｆ ｔｈｅ ｐＬＶＸ ｖｅｃｔｏｒ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｂｙ ＥｃｏＲＩ ｅｎｚｙｍｅ； Ｃ： Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅ⁃

ｓｕｌｔ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｍａｐ ｏｆ ｔｈｅ ｐＬＶＸ⁃ＳＴＡＴ４ ｖｅｃｔｏｒ．

图 ７　 ＳＴＡＴ４ 过表达 ＬＵＡＤ 稳系构建

Ｆｉｇ． ７　 Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ＳＴＡＴ４⁃ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｓｔａｂｌｅ ＬＵＡＤ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ
Ａ： ＲＴ⁃ｑＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＴＡＴ４ ｉｎ ＬＵＡＤ ｃｅｌｌｓ ａｔ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌ； Ｂ： Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓ⁃

ｓｉｏｎ ｏｆ ＳＴＡＴ４ ｉｎ ＬＵＡＤ ｃｅｌｌｓ ａｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌ； ∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１， ∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．
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图 ８　 过表达 ＳＴＡＴ４ 对 ＬＵＡＤ 增殖的影响

Ｆｉｇ． ８　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＳＴＡＴ４ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ＬＵＡＤ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
Ａ，Ｂ： ＣＣＫ⁃８ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ； Ｃ，Ｄ： Ｃｅｌｌ ｃｏｌｏｎｙ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｓｓｅｓｓ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ

ｃｅｌｌ；∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１， ∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．

２． ９　 过表达 ＳＴＡＴ４ 抑制 ＬＵＡＤ 迁移和侵袭的能

力　 为探究过表达 ＳＴＡＴ４ 对细胞迁移和侵袭的影

响，细胞划痕试验结果显示，过表达 ＳＴＡＴ４ 后，划痕

两边的细胞向中间迁移的更慢（图 ９Ａ、９Ｂ），即细胞

迁移能力减弱。 随后进行了 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验，显示过

表达 ＳＴＡＴ４ 后，穿过小室底部的细胞更少，再次验

证过表达 ＳＴＡＴ４ 能降低 ＬＵＡＤ 细胞的侵袭和迁移

能力（图 ９Ｃ、９Ｄ）。

３　 讨论

　 　 肺腺癌常见的治疗包括手术、放化疗及免疫疗

法等，但具有易复发、副反应大和耐药等缺陷，最终

进展为难治性疾病，对患者的健康和生存质量造成

威胁。 基于对生物标志物的探索，肺腺癌的治疗模

式发生了巨大变化，肺腺癌的治疗逐渐倾向于靶向

和免疫疗法［１０］。 分子靶向治疗是通过抑制肿瘤发

生、发展过程中具有信息传递、调控等作用的某些或

某个特定分子，在微观世界控制肿瘤细胞过度繁殖

及运动侵袭，从而达到精准抑制、靶向治疗的目

的［１１］。 之前的研究［１２］ 表明 ＳＴＡＴ 家族成员与人类

癌症的发展、进展、转移、存活和治疗耐药性有关。
人类基因组中已鉴定出 ７ 个 ＳＴＡＴ 基因： ＳＴＡＴ１、

ＳＴＡＴ２、ＳＴＡＴ３、ＳＴＡＴ４、ＳＴＡＴ５ａ、ＳＴＡＴ５ｂ 和 ＳＴＡＴ６［１３ －１４］，
它们对细胞外信号蛋白有不同反应，主要是通过改

变效应细胞中的基因转录实现［１５］。 ＳＴＡＴ４ 作为

ＳＴＡＴ 家族的一员，其在 ＬＵＡＤ 中的功能尚不清楚。
本研究系统地探讨了 ＳＴＡＴ４ 在 ＬＵＡＤ 中的表

达水平及其功能。 通过 ＧＥＯ 数据库生信分析及免

疫组化结果显示，ＳＴＡＴ４ 在 ＬＵＡＤ 组织中的表达水

平低于邻近正常组织。 随后，该研究做了 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ
和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验，结果显示，ＳＴＡＴ４ 在 ＬＵＡＤ 细

胞系中低表达。 为探索 ＳＴＡＴ４ 在 ＬＵＡＤ 中的作用

及功能，该研究敲低 ＳＴＡＴ４ 后显示，其能促进 ＬＵＡＤ
细胞的增殖、侵袭和迁移能力，而过表达 ＳＴＡＴ４ 后

显示，其能降低 ＬＵＡＤ 细胞的增殖、侵袭和迁移能

力。 这些结果提示 ＳＴＡＴ４ 在 ＬＵＡＤ 的发生发展过

程中可能发挥抑癌作用，其表达水平的降低可能促

进了 ＬＵＡＤ 的恶性进展。 然而，本研究尚存在一些

局限性。 例如，样本量相对较小，可能存在一定的选

择偏倚；未深入探讨 ＳＴＡＴ４ 在 ＬＵＡＤ 中发挥作用的

分子机制等。 因此，未来的研究需要进一步扩大样

本量、验证实验结果，并深入探讨 ＳＴＡＴ４ 在 ＬＵＡＤ
中的具体作用机制及其与其他信号通路的交互作

用。
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图 ９　 过表达 ＳＴＡＴ４ 对 ＬＵＡＤ 细胞侵袭、迁移的影响

Ｆｉｇ． ９　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＳＴＡＴ４ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｏｒｙ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｖｅ ａｂｉｌｉｔｉｅｓ ｏｆ ＬＵＡＤ ｃｅｌｌｓ
Ａ，Ｂ： Ｗｏｕｎｄ⁃ｈｅａｌｉｎｇ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｏｒｙ ａｂｉｌｉｔｙ × ４； Ｃ，Ｄ： Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｓｓｅｓｓ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎ⁃

ｖａｓｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｉｅｓ × ２０；∗Ｐ ＜ ０. ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．
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［１５］ Ｙａｎｇ Ｃ， Ｍａｉ Ｈ， Ｐｅｎｇ Ｊ， ｅｔ ａｌ． ＳＴＡＴ４： ａｎ ｉｍｍｕｎｏｒｅｇｕｌａｔｏｒ ｃｏｎ⁃
ｔｒｉｂｕｔｉｎｇ ｔｏ ｄｉｖｅｒｓｅ ｈｕｍａｎ ｄｉｓｅａｓｅｓ［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｂｉｏｌ Ｓｃｉ， ２０２０， １６
（９）： １５７５ － ８５． ｄｏｉ：１０． ７１５０ ／ ｉｊｂｓ． ４１８５２．

Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ＳＴＡＴ４ ｉｎ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｏｍａ
Ｃｈａｉ Ｑｉａｎ１， Ｚｈａｎｇ Ｙａｎｋｅ２， Ｗｕ Ｍｉｎ１， Ｚｈａｏ Ｌｅｉ１

（ １Ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ａｎｄ Ｃｒｉｔｉａｌ Ｃａｒｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ａｎｈｕｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，
Ａｎｈｕｉ Ｐｕｂｌｉｃ Ｈｅａｌｔｈ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｃｅｎｔｅｒ， Ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ａｎｄ Ｃｒｉｔｉａｌ Ｃａｒｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｈｅｆｅｉ　 ２３００２２；

２Ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ａｎｄ Ｃｒｉｔｉａｌ Ｃａｒｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｆｕｙａｎｇ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ａｎｈｕｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｆｕｙａｎｇ　 ２３６０００）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ４
（ＳＴＡＴ４） ｉｎ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ（ＬＵＡＤ）， ａｎｄ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｉｔｓ ｉｍｐａｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｉｎｖａｓｉｏｎ， ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ
ａｂｉｌｉｔｉｅｓ ｏｆ ＬＵＡＤ ｃｅｌｌｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｍｎｉｂｕｓ ｄａｔａ ｂａｓｅ（ＧＥＯ），ｈｕｍａｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｔｌａｓ（ＨＰＡ） ａｎｄ
Ｋａｐｌａｎ⁃Ｍｅｉｅｒ Ｐｌｏｔｔｅｒ ｄａｔａｂａｓｅｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＴＡＴ４ ｉｎ ＬＵＡＤ ａｎｄ ｉｔｓ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ
ｏｆ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ＬＵＡＤ． Ｓｔａｂｌｅ ＬＵＡＤ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ｗｉｔｈ ＳＴＡＴ４ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｗｅｒｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ ｐａｃｋａｇｉｎｇ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ａｎｄ ｔｈｅ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ＳＴＡＴ４ ｗａｓ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｖｉａ ＲＴ⁃ｑＰＣＲ． Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＳＴＡＴ４ ｏｎ ＬＵＡＤ
ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ＣＣＫ⁃８ ａｓｓａｙｓ ａｎｄ ｃｏｌｏｎｙ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｓｓａｙｓ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｉｍｐａｃｔｓ ｏｎ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａ⁃
ｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｗｅｒｅ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ａｓｓａｙｓ ａｎｄ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｓｓａｙｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ＳＴＡＴ４ ｗａｓ ｌｏｗｌｙ ｅｘ⁃
ｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ＬＵＡＤ， ａｎｄ ｉｔｓ ｌｏｗ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｕｎｆａｖｏｒａｂｌｅ ｔｏ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｏｆ ＬＵＡＤ ｐａｔｉｅｎｔｓ． Ａｆｔｅｒ ＳＴＡＴ４ ｗａｓ
ｋｎｏｃｋｅｄ ｄｏｗｎ ｉｎ ＬＵＡＤ， ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｉｅｓ ｏｆ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｅｎ⁃
ｈａｎｃｅｄ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＳＴＡＴ４ ｉｓ ａ ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃ ｍａｒｋｅｒ ｉｎ ＬＵＡＤ ｗｈｉｃｈ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｉｎｖａ⁃
ｓｉｏｎ， ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｉｅｓ ｏｆ ＬＵＡＤ ｃｅｌｌｓ． ＳＴＡＴ４ ｉｓ ｅｘｐｅｃｔｅｄ ｔｏ ｂｅｃｏｍｅ ａ ｎｅｗ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｔａｒｇｅｔ ｆｏｒ ＬＵＡＤ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｏｍａ； ＳＴＡＴ４； ｋｎｏｃｋ⁃ｄｏｗｎ； ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ； ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ； ｃｅｌｌ ｉｎｖａｓｉｏｎ
Ｆｕｎｄ ｐｒｏｇｒａｍｓ 　 Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ａｎｈｕｉ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎａｌ Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ （ Ｎｏｓ． ２０２２ＡＨ０５０７９０，
２０２４ＡＨ０５０７４６）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ　 Ｚｈａｏ Ｌｅｉ， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ａｙｅｆｙｚｈａｏｌｅｉ＠ １６３． ｃｏｍ
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