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摘要 目的 探讨 ΔNp63α 在子宫颈癌细胞株中的转录调
控机制。方法 通过生物信息学分析 ΔNp63α 可能转录调
控因子，构建 ΔNp63α启动子报告基因质粒，在 HEK293T 及
子宫颈癌细胞中通过报告基因检测 ΔNp63α 及细胞信号转
导与转录激活因子 ( STAT3 ) 对 ΔNp63α 转录水平的调控。
通过 STAT3 的激活剂及抑制剂，检测子宫颈癌细胞株中
ΔNp63α的蛋白表达情况。通过 Western blot 检测 ΔNp63α
的表达水平对子宫颈癌细胞株中 P － STAT3 的表达影响。
结果 ① 成功构建了含 ΔNp63α 启动子的质粒并通过酶切
及测序验证;② 荧光素酶报告基因检测系统显示 ΔNp63α、
STAT3 均可以激活 ΔNp63α 启动子的表达; ③ Western blot
结果显示: STAT3 激活剂及抑制剂分别可以激活或抑制
ΔNp63α蛋白的表达水平;④ Western blot结果显示: ΔNp63α
蛋白的过表达或沉默可以抑制子宫颈癌细胞株中 STAT3 的
磷酸化，而对正常细胞株 HEK293T 没有相应的调控作用。
结论 子宫颈癌细胞株中 STAT3 可以正性调控 ΔNp63α 的
表达，而 ΔNp63α的表达上调负反馈抑制 STAT3 的磷酸化，
推测 ΔNp63α可能通过与 STAT3 的复杂调控机制影响肿瘤
细胞的恶性生物学行为。
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p63 是 p53 的家族成员之一，位于染色体 3q27-
3q29，根据其 N 端转录激活区的不同，分为 TAp63
和 ΔNp63，根据其转录本 3'端的选择性剪切产生不
同的 C端: α、β、γ等［1 － 2］。研究［3］显示，p63 作为重
要的转录因子，在不同的组织中，其发挥的功能也不

尽相同。其中 ΔNp63 主要表达部位在复层上皮基
底细胞，部分研究结果表明其在许多上皮性肿瘤中
表达上调，如膀胱癌、非小细胞肺癌、鼻咽癌等;但大
部分证据表明其在上皮细胞的发育及分化尤其是表
皮细胞的形成中发挥着重要的功能［4］。该课题组
前期研究［5 － 6］结果显示 p63 在子宫颈癌组织及宫颈
癌细胞株中的主要表达亚型 ΔNp63α，且其表达的
高低与宫颈癌分化程度密切相关。在宫颈癌细胞中
ΔNp63 的调控机制尚不清楚。

信号转导与转录激活因子 3 ( signal transducer
and activator of transcription 3，STAT3 ) 是 JAK-STAT
信号通路的重要成员，在信号转导和转录激活上发
挥了关键性的作用［7］。在不同的癌细胞系及原发
肿瘤中 STAT3 的表达处于持续激活状态［8］。最近
研究［9］显示，STAT3 能够负性调控肿瘤细胞中固有
免疫和获得性免疫的应答，提示其在人类肿瘤中的
功能有待于进一步的研究 ［10］。该文探讨了子宫颈
癌中 ΔNp63 的转录调控机制。

1 材料与方法

1． 1 材料和试剂 TaqDNA 聚合酶、限制性内切酶
购自美国 Thermo 公司; T4 DNA 连接酶购自日本
TaKaRa公司; pGL3-basic 系列质粒、真核 ΔNp63α
质粒及其对照质粒 PS10002 购自美国 Origene公司;
大肠肝菌菌株 E． coli DH5 购自上海生工生物工程
有限公司; 脂质体 Lipofect2000、总 RNA 提取试剂
TRIzol及逆转录试剂盒均购自美国 Invitrogen 公司;
上、下游引物由上海生物工程有限公司合成; STAT3
Inhibitor购自美国 Santa Cruz 公司 ( SC-204304 ) ，经
DMSO配成 20 mmol /L分装后 － 80 ℃保存备用。白
介素( interleukin，IL) -6 购自美国 PeproTech公司，经
0. 1% BSA的溶液溶解为 1 mg /ml，分装后 － 80 ℃
保存备用; 双荧光素酶报告基因试剂盒购自美国
Promega公司; FastStart Universal SYBR Green Master
( ROX) 购自美国 Roche 公司; p63 抗体购自美国
GeneTex 公司; STAT3、P-STAT3 ( Tyr-705 ) 单抗购自
美国 Cell signaling公司; Western blot 化学发光底物
购自美国 PIERCE 公司; DNA 胶回收试剂盒、PCR
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产物回收试剂盒、中小抽质粒试剂盒购自美国 Axy-
gen公司。
1． 2 细胞株 人源胚胎肾细胞( 293T) 、子宫颈鳞
癌细胞株( SiHa、ME-180) 细胞株及子宫颈腺癌细胞
株( C-33A) 购自上海细胞所。其中 ME-180 细胞培
养液为 McCoy’s 5A Medium Modified + 10%胎牛血
清，余细胞均为 DMEM 高糖培养基 + 10%胎牛血
清。培养液均含有 10 mmol /L 4-羟乙基哌嗪乙磺酸
缓冲液和 100 mg /L的氨苄青霉素和链霉素。
1． 3 方法
1． 3． 1 ΔNp63α 启动子序列的设计及合成 在转
录起始位点向上 900 bp获得序列通过软件 Promotor
2. 0 prediction 和 Softberry FPROM /human promoter
prediction软件分析序列预测 ΔNp63α 启动子位点，
预测到 p53 /p63 RE ( － 479 ～ － 465 ) 及 STAT3 RE
( － 557 ～ 540) 。设计并合成其启动子引物:上游引
物序列为 5'-ACTGGGGGCAGACATTTCTCTA-3'，下
游引物序列为 5'-TGCAGTTGCTCTCCAGCGGTTA-
3'。
1． 3． 2 双荧光素酶报告基因质粒的构建及鉴定
抽取 SiHa细胞基因组为模板，引物为合成的上述序
列，以 TaqDNA 聚合酶进行 PCR 扩增，扩增时设计
阴性对照。扩增产物用 1%的琼脂糖胶中电泳，目
的条带符合预期后切胶回收，目的条带回收产物及
PGL3-Basic Vector 分别用 BglⅡ和 MulⅠ双酶切过
夜，酶切产物清洁回收后，目的基因与载体摩尔比为
1 ∶ 5，T4 连接酶连接 2 h。经转化及涂含氨苄抗性
LB平板 ( 100 mg /L) 筛出阳性克隆，挑 7 个克隆摇
菌小抽提取质粒。各取 2 μg进行 0. 9%琼脂糖胶中
电泳，选取质粒较完整者进行单双酶切鉴定，结果符
合预期，于上海生工测序，测序正确，命名为
ΔNp63α-promoter。
1． 3． 3 细胞培养 将 293T、C-33A、SiHa 细胞接种
于含 10% FBS的高糖完全培养液( 含青霉素 100 U /
ml 和链霉素 100 μg /ml) 中，ME-180 细胞接种于含
10% FBS的 McCoy’s 5A 完全培养基中，均置于 37
℃、5% CO2 体积的饱和湿度培养箱中进行培养。
用 0. 25% 的胰蛋白酶消化并进行传代，约 3 d 传代
1 次，取对数生长期的细胞进行实验。
1． 3． 4 重组质粒的转染 取对数生长期的细胞按
照 6 × 104 个 /孔的密度接种于 24 孔培养板中培养
过夜，待细胞密度约为 70%时进行转染，转染前 2 h
换为不含双抗的 10% FBS 的新鲜培养液。用减血
清培养基稀释 PRL-TK 质粒后，再分别稀释以下 4

组质粒: PGL3-Basic 与 PS10001 对照质粒; ΔNp63α-
promoter质粒与 PS10001 对照质粒; ΔNp63α 质粒与
PGL3 质粒; ΔNp63α 质粒与 ΔNp63α-promoter 质粒
( 每孔质粒总质量为 1 μg，其中 PRL-TK Vector质粒
为 0. 1 μg ) ，每组质粒做 3 个复孔。参照 Lipo-
fectamine 2000 脂质体转染体系说明，在 293T、SiHa、
ME-180 及 C-33A中共转染上述 4 组质粒，转染后 8
h更换完全培养基。36 h后处理细胞进行检测。在
检测 STAT3 对 ΔNp63α-promoter 的作用时，则是在
293T、SiHa、ME-180 细胞系中共转染 ΔNp63α-pro-
moter及 PRL-TK Vector质粒后，5% CO2、37 ℃培养
8 h 后换液，培养基中分别加入终浓度为 100、200
ng /ml的 IL-6 及 50、100 μmol /L的 STAT3 Inhibitor。
36 h后处理细胞检测荧光素酶活性。
1． 3． 5 双荧光素酶报告基因活性测定 按照 Pro-
mega 双荧光素酶检测试剂盒提供的操作方法检测
在细胞中转染不同质粒后 ΔNp63α-promoter 3'UTR
的荧光素酶的活性。用只含 PBS 的孔将荧光检测
仪校准，测量萤火虫荧光素酶活性和海肾素荧光素
酶活性，以萤火虫荧光素酶活性 /海肾素荧光素酶活
性的值作为荧光素酶活性。以只转染空载体的细胞
作为对照，并将该组的荧光素酶活性值进行归一化
转染 ΔNp63α-promoter 3'UTR 质粒组的荧光素酶活
性为其相对值。
1． 3． 6 细胞的处理及 Western blot检测 待细胞密
度为 60%时，在培养液中加入不同浓度的 IL-6 和
STAT3 Inhibitor，48 h后收细胞，采用含有蛋白酶抑
制剂和磷酸酶抑制剂的 RIPA 裂解液提取蛋白，冰
箱 40 min，4 ℃、12 000 r /min离心 15 min，取上清液
分别至新的 EP管中，对每个样本进行蛋白定量，确
定蛋白上样量。加蛋白上样缓冲液( 4 × ) 和还原剂
( 1 mol /L DTT 或 b 巯基乙醇) ，比例为 13 ∶ 5 ∶ 2。
沸水煮样 5 ～ 10 min，短暂离心后用手弹匀。SD-
SPAGE凝胶电泳，转膜至 PVDF 膜上。5% BSA 室
温封闭 1 h，一抗孵育 4 ℃过夜，室温孵育二抗 1 h。
洗膜后加入适量显影底物，化学发光检测仪成像。
1． 4 统计学处理 实验数据用 GraphPad Prism 5. 0
进行单因素方差分析和作图，两组间比较采用 t 检
验，以 P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 ΔNp63α-promoter 重组质粒的测序鉴定
ΔNp63α-promoter双荧光素酶报告基因质粒酶切鉴
定后送于公司测序，测序结果为单一尖峰，与 NCBI
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参考序列比对符合预期 ( 图 1 ) 。证明目的基因已
成功转入 PGL3-Control 载体中。

图 1 构建 ΔNp63α-promoter质粒鉴定
A: ΔNp63α-promoter 质粒测序结果峰值; B: 测序结果与

ΔNp63α5’UTR区序列比对结果

2． 2 ΔNp63α 对自身调控的影响 将构建的
ΔNp63α-promoter 质粒与 pGL3-Basic 空载质粒分别
转染至 HEK293T、SiHa、ME-180 及 C-33A 细胞中，
进行双荧光素酶报告基因检测，显示与对照质粒相
比，ΔNp63α 启动子质粒活性在 HEK293T、SiHa、
ME-180 及 C-33A这 4 种细胞系中均显著升高，升高
倍数分别为 1. 7 倍、2. 8 倍、2. 4 倍和 1. 75 倍，差异
有统计学意义 ( P = 0. 009 7、0. 008 3、0. 006 1、
0. 005 3) 。见图 2。
2． 3 STAT3 对 ΔNp63α转录水平的影响 分别将
ΔNp63α-promoter质粒转染至 293T、SiHa 和 ME-180
细胞中，通过加入不同浓度的 IL-6( 100、200 ng /ml)
和 STAT3 Inhibitor( 50、100 μmol /L) 进行刺激 36 h，
报告基因结果显示 STAT3 在这 3 种细胞系中均能
够在转录水平上调控 ΔNp63α 的表达，其表达强度
与 IL-6 的刺激浓度呈正相关性 ( P = 0. 008 3、
0. 009 3、0. 004 2 ) ，与 STAT3 Inbitor 的刺激浓度呈
负相关性 ( P = 0. 007 4、0. 003 7、0. 004 6) ，差异有
统计学意义。见图 3。

图 2 4 种细胞中 ΔNp63α质粒对 ΔNp63α启动子的活性影响
1: pCon + promoter ; 2: ΔNp63α + promoter; 与 pCon + promoter 比

较: ＊＊P ＜ 0. 01

2． 4 STAT3 对 ΔNp63α的蛋白水平影响 分别用
不同浓度的 IL-6 和 STAT3 Inhibitor 刺激细胞 SiHa
和 ME-180 细胞后，Western blot 结果显示 IL-6 在
ME-180 能够激活 ΔNp63α 的表达，但在 SiHa 细胞
中激活作用不明显。STAT3 Inhibitor 均明显可抑制
2 种细胞系中 ΔNp63α的表达( 图 4) 。
2． 5 ΔNp63α对 STAT3 的调控作用 通过检测
293T、SiHa、ME-180 细胞中 ΔNp63α 的表达水平，显
示与 ME-180 细胞相比，ΔNp63α 在 HEK293T 及 Si-
Ha细胞中表达较低( 图 5A) 。将 ΔNp63α瞬时转染
SiHa细胞中，显示 P-STAT3 的表达水平明显受到抑
制;而将 ΔNp63α 干扰序列瞬时转染 ME-180 细胞
中，显示 P-STAT3 的表达水平明显激活 ( 图 5B ) 。
在正常细胞 HEK293T 中，瞬时转染不同浓度的
ΔNp63α，P-STAT3 蛋白表达量并没有明显的变化
( 图 5C) 。

图 3 不同细胞中 STAT3 对 ΔNp63α启动子活性影响
A: 293T; B: SiHa; C: ME-180; 1:只转染 ΔNp63α-pro; 2:转染 ΔNp63α-pro后加低浓度 IL-6 刺激; 3:转染 ΔNp63α-pro 后加高浓度 IL-6 刺激;

4:转染 ΔNp63α-pro后加低浓度 STAT3 抑制剂刺激; 5:转染 ΔNp63α-pro 后加高浓度 STAT3 抑制剂刺激; 与转染 ΔNp63α-pro 后加高浓度 IL-6

刺激比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与转染 ΔNp63α-pro后加高浓度 STAT3 抑制剂刺激比较: ##P ＜ 0. 01
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图 4 不同浓度的 IL-6 及 STAT3 抑制剂对 SiHa和
ME-180 细胞中 ΔNp63α的表达影响

3 讨论

p63 作为重要的转录调控因子，主要选择性的
高表达于上皮组织中，是上皮组织分化调控的关键
基因［11］。其突变可能导致部分关键信号分子中的
RNA剪切发生巨大变化从而可导致缺趾畸形、外胚
层发育不良，表皮生成障碍等［12］。虽然 TAp63 的亚
型的功能与 p53 相似，能够诱导细胞周期停滞及凋
亡，但 p63 的抑癌功能尚存在争议［13］。在宫颈鳞状
上皮和宫颈鳞癌细胞株中，p63 主要的表达亚型为
ΔNp63α，提示 ΔNp63α在宫颈鳞状上皮的发生发展
具有重要的功能。

有研究［14］表明，在肝癌细胞中 ΔNp63 具有双
向的自我调控功能，ΔNp63α 水平较低时，ΔNp63α
可以通过结合到 p53 作用元件对自我进行负性调
控。反之，当 ΔNp63α水平较高时，其可以通过间接
的方式正向的自我调控。在本研究中，首先通过生
物信息学分析了 ΔNp63α 的启动子位点，显示了其

启动子区含有 p63 及 STAT3 的作用元件，并构建了
ΔNp63α报告基因质粒。通过将报告基因质粒转染
到 HEK293T及宫颈癌细胞( SiHa、ME-180、C-333A)
中进行报告基因检测，结果表明 ΔNp63α 及 STAT3
均能够正性激活 ΔNp63α 的转录活性。通过加入
IL-6 及 STAT3 抑制剂刺激 SiHa 及 ME-180 细胞后，
在蛋白水平，同样显示 STAT3 的激活可以促进
ΔNp63α的表达，而抑制 STAT3 的表达同时 ΔNp63α
的表达水平也显著下调，进一步确定了 STAT3 对
ΔNp63α表达的正性调控作用。STAT3 在许多癌细
胞系及原发性肿瘤组织中处于持续激活状态并能抑
制细胞的凋亡，如前列腺癌、非小细胞肺癌等［7］。
相反，在许多癌细胞中，抑制 STAT3 的表达可抑制
细胞增殖及诱导其凋亡［15］。已有研究［16］表明
JAK /STAT3 信号通路的异常表达与细胞的恶性转
化密切相关。细胞因子可通过 JAK1 途径刺激酪氨
酸磷酸化，而 Tyr-705 的磷酸化作用可通过加强
STAT3 的二聚化、核转运及 DNA结合作用进而增强
STAT3 应答基因的表达［17 － 18］。

本研究进一步对 ΔNp63α 是否对 STAT3 具有
调控作用进行探讨，首先在 HEK293T和两种不同的
宫颈 癌 细 胞 系 SiHa、ME-180 细 胞 中 检 测 了
ΔNp63α、P-STAT3 的表达水平，本研究显示在这两
种宫颈癌细胞系中 ΔNp63α 的表达水平与 STAT3
的活性呈负相关性。值得深思的是，在 SiHa 细胞系
中过表达 ΔNp63α，同时在 ME-180 细胞系中进行
ΔNp63α 敲低，检测 STAT3 的活性，同样显示
ΔNp63α对 STAT3 呈负反馈调控。而在正常细胞
HEK293T中，不同程度过表达 ΔNp63α，P-STAT3 的
表达无明显变化，推测可能由于正常细胞的微环境

图 5 ΔNp63α表达对 P-STAT3( Tyr705)表达的影响
A: 293T、SiHa、ME-180 种细胞中 ΔNp63α与 P-STAT3 本底表达水平; B: SiHa细胞中过表达 ΔNp63α，P-STAT3 表达下调和 ME-180 细胞中

敲低 ΔNp63α，P-STAT3 表达上调; C: 293T细胞中过表达 ΔNp63α，P-STAT3 表达无明显变化
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与肿瘤细胞的微环境的差异及基因表达谱不同有
关。

综上所述，本研究明确了子宫颈癌细胞株中
ΔNp63α的转录调控机制，并且显示 ΔNp63α 在子
宫颈癌细胞及正常细胞株中对 STAT3 的表达水平
影响不同，推测 ΔNp63α 在子宫颈癌细胞株中可能
具有抗肿瘤的作用。
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Study on the transcriptional regulation mechanism of
ΔNp63α and STAT3 in cervical cancer cells

Qian Lili，Song Weiguo，Wang Juan，et al
( Dept of Obstetrics and Gynecology，The Affiliated Provincial Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230001)

Abstract Objective To investigate the regulatory role of ΔNp63α in cervical cancer cell lines and its mecha-
nism． Methods We first predicted the possible transcriptional regulators through the bioinformatics analysis and
constructed the reporter gene plasmids of ΔNp63α promoter． Then we detected the regulatory function of ΔNp63α
and signal transducer and activator of transcription 3( STAT3) to ΔNp63α promoter in HEK293T and cervical canc-
er cell lines． The effect of ΔNp63α on the expression of P-STAT3 in cervical cancer cells were detected by Western
blot． Results ① A plasmid containing the ΔNp63α promoter was constructed successfully identified by sequenc-
ing technique; ② The luciferase reporter gene revealed that ΔNp63α and STAT3 can positively regulated the
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activity of ΔNp63α; ③ STAT3 stimulant and inhibitor can activate and inhibit the expression of ΔNp63α detected
by Western blot; ④ Overexpression of ΔNp63α negatively control the phosphorylation level of STAT3 and knock-
down of ΔNp63α can activate the expression of P-STAT3，but no effects on HEK293T cells． Conclusion STAT3
can positive regulate the expression of ΔNp63α，while ΔNp63α in turn inhibits the activity of STAT3 in cervical
cells． It is presumed that ΔNp63α may affect the malignant biological behavior of tumor cells through the complex
regulatory mechanism with STAT3．
Key words cervical cancer; ΔNp63α; STAT3; IL-6
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结核分枝杆菌耐药性相关膜蛋白 MmpL6 的表达与纯化
崔克乐1，李 静2，孙安源1

摘要 目的 构建结核分枝杆菌外排泵蛋白 MmpL6
( Rv1557) 表达载体，在大肠杆菌 E． coli中诱导 MmpL6 蛋白
高表达并进行纯化。方法 以结核分枝杆菌 H37Rv 菌株基
因组 DNA为模板，采用聚合酶链反应扩增目的基因片段，构
建 pET21b-MmpL6 表达载体。将表达载体转化至大肠杆菌
中，加入异丙基-β-D-硫代吡喃半乳糖苷( IPTG) 诱导重组蛋
白表达，并针对不同表达菌株、温度进行优化，获取最优表达
条件。采用 Ni-NTA亲和层析以及凝胶过滤色谱纯化目标蛋
白。结果 成功构建 pET21b-MmpL6 重组表达质粒，经
IPTG诱导后，在 Rosetta 菌株中 25 ℃条件下获得最高表达
量。结论 成功表达并纯化了 MmpL6 蛋白，为该蛋白后续
的结构与功能研究奠定了基础。

关键词 结核分枝杆菌; 外排泵蛋白; 原核表达; 纯化; 亲和
层析
中图分类号 R 378. 91
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结核病是世界范围内流行的三大传染性疾病之
一，对人类健康具有严重危害［1］。结核分枝杆菌是
结核病的致病菌，能够产生多种致病因子，并极易发
生毒力、免疫原性和耐药性等变异，其中耐药性变异
是目前结核病治疗上的重要难题。研究［2］显示，分
枝杆菌存在药物主动外排泵的表达，是结核分枝杆
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菌内生耐药性的重要机制。结核分枝杆菌 H37Rv
株基因组有 20 个编码外排泵蛋白的开放阅读框［3］。
根据氨基酸序列的同源性，这些蛋白大致分为四类:
MFS ( major facilitator superfamily ) 类、RND ( resist-
ance-nodulation-division family ) 类、ABC 转 运 体
( ATP-binding castle transporters ) 和 SMR ( small
multi-drug resistance) 类。这些药物外排泵蛋白主要
转运氟喹诺酮类、四环素、氨基糖苷类药物［4］。

在转运蛋白的 RND超家族中，MmpL 家族蛋白
已经成为研究棒状细菌细胞包膜相关功能的重要切
入点［3 － 4］。结核分枝杆菌的基因组编码有 13 个
MmpL蛋白［3］，拓扑结构预测表明 MmpL 家族具有
典型的 12 次跨膜结构。然而 MmpL6( Rv1557) 预测
只有 6 次跨膜，因此是 MmpL 家族中较为特殊的一
个成员，目前对于其功能尚未有明确报道。该研究
将构建 MmpL6 蛋白的原核表达载体，在大肠杆菌中
表达目的蛋白，为进一步制备蛋白，研究其结构与生
物学功能，设计针对 MmpL 家族的抗结核药物提供
线索和基础。

1 材料与方法

1． 1 试剂与菌株 PrimeSTAR HS DNA Polymer-
ase、dNTP Mixture、100 bp DNA Marker、限制性内切
酶 Nde I、Xho I、T4 DNA Ligase等购自大连宝生物工
程有限公司; TIANprep mini plasmid kit( 50 次) 购自
北京天根生化科技有限公司; Wizard SV Gel and
PCR Clean-Up System、anti-His 抗体购自美国 Pro-
mega公司;异丙基-β-D-硫代吡喃半乳糖苷 ( isopro-
pyl β-D-1-thiogalactopyranoside，IPTG) 购自美国 Sig-
ma-Aldrich 公司; N-十二烷基-β-D-麦芽糖苷 ( n-do-
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