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摘要 目的 升高或者降低信号转导因子与转录激活因子

3 ( STAT3) 的表达，分析其变化对于细胞的增殖分化以及敏
感性有何意义。方法 构建重组质粒真核表达载体 siＲNA-
STAT3，将重组表达质粒用脂质体 Lipofactamine 3000 转染人
慢性粒细胞白血病 K562 细胞，通过嘌呤霉素持续单克隆筛
选，Western blot法鉴定，进而筛选出稳定低表达组( 低表达
对照组、低表达 1 组、低表达 2 组) 和高表达组( 高表达对照
组、高表达组) STAT3 细胞株。将正处于增殖周期的细胞经
不同浓度的伊马替尼作用后，MTT 法检测细胞生长抑制率，
绘制细胞增殖曲线。同时检测转染后细胞株 BCＲ/ABL 融
合基因相关蛋白的表达变化。结果 与低表达对照组相比，
低表达 STAT3( 低表达 1 组、低表达 2 组) 的 K562 细胞组使
用伊马替尼治疗有着较高的抑制率，在不同浓度作用下，其

抑制率差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。过表达 STAT3 后，与
高表达对照组相比，在相同浓度梯度伊马替尼作用下，其抑

制率差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。低表达对照组与高表
达对照组中伊马替尼抑制率差异无统计学意义。伊马替尼
治疗靶向基因 BCＲ/ABL 相关蛋白中的 P53、HAUSP 和
PTEN蛋白表达趋势和 STAT3 基本一致。结论 低表达
STAT3 蛋白可加强 K562 细胞对伊马替尼的敏感性，抑制
STAT3 蛋白有望提高伊马替尼对慢性粒细胞白血病的疗效。
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慢性粒细胞白血病( chronic myelocytic leukemi-
a，CML) 是一种恶性血液系统疾病。目前一线治疗
为酪氨酸激酶抑制剂( tyrosine kinase inhibitor，TKI)
药物，尽管 TKI的问世对 CML的治疗有着划时代的
意义，但仍有许多问题需要面对。其一，部分患者对
于伊马替尼之类的 TKI药物不敏感; 其二，部分患者
治疗过程中存在基因突变，均使得 TKI 针对 BCＲ /

ABL融合基因的靶向治疗效果不佳。信号转导及
转录活化因子( signal transduction and activators of
transcription，STATs) 是一种存在于细胞质与酪氨酸
磷酸化信号通道耦联的双功能蛋白。抑制 STAT3
基因表达可使细胞增殖受抑，细胞周期阻滞，细胞出

现早期凋亡。因此，该研究设想，靶向 STAT3 途径
可能是降低 CML 细胞增殖及伊马替尼治疗敏感性
研究的关键。针对这个设想，该研究应用质粒转染
技术，升高或者降低 CML K562 细胞 STAT3 蛋白表
达，观察转染后的分组细胞对伊马替尼敏感性的变

化，为提高 CML的疗效探索新途径。

1 材料与方法

1． 1 材料 人 CML 细胞株购自上海细胞库; 1640
细胞培养液和胎牛血清购自美国 Gibco 公司; BCA
蛋白浓度测定试剂盒、CCK-8 试剂盒购自上海碧云
天生物技术有限公司; STAT3 质粒购自美国 Geneco-
poeia 公司; Lipofectamine 3000 购自美国 Invitrogen
公司; PTEN、HAUSP、P53 及 STAT3 第一抗体均购自
美国 Cell signaling technology公司; 伊马替尼购自美
国 Sigma公司。
1． 2 重组质粒的构建和转染 细胞株 K562 生长
的完全 ＲPMI-1640 培养液含 10% 胎牛血清、100
μg /ml 青霉素和 100 μg /ml 链霉素，在 5% CO2、37
℃条件下温箱培养。转染前，将 2 × 105 个细胞接种

到含有无双抗培养基的 6 孔板中培养，待细胞进入
增殖周期，且融合度达到 80% ～ 90%时准备进行转
染操作。购买的重组质粒已通过基因测序符合序列
测定，不同的基因片段具有升高或者降低 STAT3 表
达的功能，按照实验设计分为低表达对照组、低表达
1 组、低表达 2 组、高表达对照组、高表达组，其中低
表达对照组作为低表达组的空白对照，高表达对照

组作为高表达组的空白对照，低表达 1 组和低表达
2 组细胞为不同的 STAT3 基因片段调控，均降低
STAT3 蛋白表达，高表达组细胞升高 STAT3 蛋白表
达。用 50 μl Opti-MEM 稀释 0. 8 μg 质粒 DNA，轻
轻吹吸 3 ～ 5 次混匀，室温下静置 5 min，轻轻颠倒混
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图 1 转染 24 h后绿色荧光蛋白表达 荧光染色 × 10

A: 低表达对照组 ; B: 低表达 1 组 ; C: 低表达 2 组; D: 高表达对照组 ; E: 高表达组

匀转染试剂; 用 50 μl Opti-MEM 稀释 2. 0 μl Lipo-
fectamine 3000，轻轻吹吸 3 ～ 5 次混匀，室温下静置
5 min，混合转染试剂和质粒 DNA稀释液，轻轻吹吸
3 ～ 5 次混匀，室温下静置 20 min 后按照 100 μl /孔
加入孔板中进行细胞转染，前后轻摇细胞板混合均

匀，将细胞板置于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养 6 h
左右，进行换液，换成含 10%血清的普通培养基，在
37 ℃、5% CO2 孵育箱中继续培养。72 h 后采用嘌
呤霉素筛选。
1． 3 荧光显微镜下观察 细胞转染瞬时转染 6 h
后较多 K562 细胞内有绿色荧光蛋白表达，24 h 后
GFP 表达明显增强，表明转染成功，得到 siＲNA-
STAT3 细胞株。
1． 4 Western blot法检测 STAT3 等蛋白表达 收
集细胞，裂解细胞提取总蛋白，BCA 法蛋白定量后
进行 SDS-PAGE电泳分离蛋白，电泳后分离的蛋白
电转至 PVDF膜上，5%脱脂牛奶在室温条件下摇床
封闭 2 h，PBST 漂洗 2 min 后加入稀释好的 STAT3
单克隆抗体( 1 ∶ 1 000) ，4 ℃过夜孵育，TBST洗膜 3
次。再加入兔抗鼠 IgG ( 1 ∶ 5 000 ) ，室温下反应 2
h，TBST洗膜，化学发光底物 A、B 溶液等比例混合，
制成工作液显色，β-actin为内参照，分析条带。
1． 5 MTT法检测药物敏感性 吸取处于细胞增殖
周期且生长状态良好的五组 K562 细胞，细胞接种
于 96 孔板中，每孔 100 μl，每组细胞设 3 个复孔，在
培养箱中培养细胞，向培养板中加入不同浓度的伊

马替尼，以未加伊马替尼孔作为对照。培养 6 h 后
每孔加入 10 μl的 CCK-8，温育 2 h，振荡混匀，酶标
仪测定 450 nm吸光度值。计算肿瘤细胞抑制率，细
胞抑制率( % ) = ( 1 －实验孔吸光度值 /对照孔吸光
度值) × 100%，实验重复 3 次。
1． 6 统计学处理 采用 SPSS 19. 0 统计软件进行
分析，多组均值的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 荧光显微镜下观测结果 构建带有绿色荧光

蛋白的重组质粒真核表达载体 siＲNA-STAT3 转染
K562 细胞后，6 h 后在荧光显微镜下观察即有绿色
荧光蛋白表达，24 h后表达更为明显( 图 1) ，表明转
染成功。
2． 2 STAT3 蛋白表达水平 转染 72 h 后，采用嘌
呤霉素筛选细胞株，形成稳定转染细胞株后其

STAT3 蛋白 Western blot检测结果见图 2，其中 1、2
为高表达组，3、4、5 为低表达组，观察蛋白表达条
带，验证转染成功。

图 2 转染细胞株 STAT3 蛋白表达水平
1: 高表达对照组; 2: 高表达组; 3: 低表达对照组; 4: 低表达 1 组;

5: 低表达 2 组

2． 3 MTT检测药物敏感性结果 经不同浓度的伊
马替尼药物作用 6 h后，高表达 STAT3 的 K562 细胞
组使用伊马替尼治疗有着较低的抑制率，在 0. 10、
0. 25、0. 50 和 1. 00 μmol /L 作用下，其抑制率达到
了( 58. 22 ± 1. 27 ) %、( 63. 23 ± 2. 32 ) %、( 67. 91 ±
1. 00) %和( 74. 14 ± 0. 76) %，差异有统计学意义( F
= 26. 641，P ＜ 0. 05 ) 。敲低 STAT3 后，与其空白对
照相比，在相同浓度梯度伊马替尼作用下，其抑制率

在两组平均上升到( 76. 32 ± 1. 84 ) %、( 80. 42 ±
1. 90) %、( 84. 41 ± 2. 61) %和( 94. 33 ± 0. 19) %，差
异有统计学意义( F = 19. 227，P ＜ 0. 05) 。两对照组
中伊马替尼抑制率差异无统计学意义。见图 3。
2． 4 STAT3 蛋白对 BCＲ/ABL相关蛋白表达的影
响 Western blot结果表明，siＲNA-STAT3 转染 K562
细胞后，与对照组相比，伊马替尼治疗靶向基因酪氨

酸激酶 BCＲ /ABL相关蛋白表达中，P53、HAUSP 和
PTEN蛋白表达趋势和 STAT3 基本一致，见图 4。

3 讨论

在肿瘤细胞中 STAT3 呈现持续过度激活状态，
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图 3 MTT检测伊马替尼敏感性

图 4 STAT3 蛋白对 BCＲ/ABL相关蛋白表达水平的影响
1: 高表达对照组; 2: 高表达组; 3: 低表达对照组; 4: 低表达 1 组;

5: 低表达 2 组

许多体内和体外实验已经证明了 STAT3 激活与发
展与多种癌症的不良预后相关［1］。而与此相反，Liu
et al［2］利用氯硝柳胺抑制 STAT3 磷酸化和下游靶基
因的表达，逆转了前列腺癌细胞对恩杂鲁胺的耐药

性。Huang et al［3］发现抑制 STAT3 抑制剂能使对顺
铂耐药的胃癌细胞凋亡。Zhao et al［4］利用 STAT3
抑制剂抑制 STAT3 后，结肠癌和肝癌细胞得到抑
制。而王勇梅 等［5］研究显示，调控 STAT3 基因与
化疗结合，提高了卵巢癌 SKOV3 细胞化疗的敏感
性。以上结果表明，阻断或干扰 STAT3 转导途径可
能会抑制细胞的增殖和诱导，从而达到治疗肿瘤的

效果。鉴于相关研究的理论基础，目前有多个针对
STAT3 的小分子抑制剂药物，如 OPB-51602、STA-21
和 pyrimethamine等已经进入临床试验阶段，这些药
物可能在鼻咽癌、肝细胞癌、多发性骨髓瘤以及非霍
奇金淋巴瘤的治疗研究中取得突破性进展［6］。因
此，现针对 STAT3 靶分子的治疗已成为热点，调控
STAT3 基因有望成为治疗 CML 的新靶点。本研究
主要通过细胞转染技术，调控细胞内特定 STAT3 蛋
白的表达，通过荧光显微镜下观察以及蛋白印迹结

果均可验证转染成功，达到调控蛋白的要求。

现伊马替尼作为 CML的一线治疗方案，已广泛
应用于临床，但临床耐药现象不可避免。研究［7］显
示 CML 患者对 TKIs 耐药比例在慢性期达 15% ～
25%，而在急变期，比例则更高。STAT3 过表达与治
疗 CML药物的耐药性密切相关，并且涉及不良预
后［8］。STAT3 抑制剂可以改善化疗的结果［9］。
STAT3 可以通过驱动增殖，抗凋亡和 MDＲ 基因表
达，增加 CML细胞存活来克服对 BCＲ /ABL 抑制的
敏感性［10］。有研究［11］显示，BP-5-087 作为一种有
效的和选择性 STAT3 小分子抑制剂，可以减少
STAT3 磷酸化，并使对 TKI耐药的 CML细胞重新变
得敏感。值得注意的是，已有研究［12 － 14］表明，多种

蛋白如 P53、HAUSP 和 PTEN 在 BCＲ /ABL 介导的
CML的发生和发病机制中具有关键作用。本研究
Western blot结果表明，伊马替尼治疗靶向基因酪氨
酸激酶 BCＲ /ABL相关蛋白表达中，P53、HAUSP 和
PTEN 蛋白表达趋势和 STAT3 基本一致，这说明
STAT3 在 CML中发挥关键作用，但 STAT3 与 P53、
HAUSP和 PTEN这些蛋白之间是否存在交联关系
需要在后续的研究中进一步探讨与验证。由此可
见，调控 STAT3 基因的表达可为 CML 的治疗提供
新的方向。
为了提升抑制 CML肿瘤细胞的效果，本研究主

要观察 CML细胞在伊马替尼治疗下的敏感性，通过
MTT 法检测了细胞在伊马替尼化疗的增殖性和细
胞凋亡率，本研究结果表明，低表达 STAT3 的 K562
细胞组使用伊马替尼治疗有着较高的抑制率，而过

表达 STAT3 后，跟其对照组相比，其抑制率下降，且
均差异有统计学意义。而两对照组中伊马替尼抑制
率差异无统计学意义，进一步说明低表达 STAT3 与
过表达 STAT3 对 CML伊马替尼治疗敏感性的不同
结果具有可比性。
综上所述，本研究表明，降低 STAT3 蛋白表达

能提高 CML K562 细胞的伊马替尼化疗敏感性，提
高 STAT3 蛋白表达则使得伊马替尼化疗敏感性减
低。此实验结果为 CML 的基因治疗与化疗结合提
供了实验依据，理解 STAT3 的转录活动可能是发现
新一代治疗白血病的重要工具，也为进一步提高

CML的治愈率提供了一种新的途径。
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Study on the sensitivity of STAT3 gene expression
in the treatment of imatinib to chronic myeloid leukemia

Qin Yu，Yang Mingzhen
( Dept of Hematology，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To observe the expression of signal transducer and activator of transcription ( STAT3 ) in
chronic myeloid leukemia cells K562 and analyze the influence of these changes to the cell proliferation，differentia-
tion and drug resistance． Methods We constructed recombinant eukaryotic expression vector siＲNA-STAT3，and
transfected them into K562 cells with the help of lipofactamine 3000． Then stable monoclonal cells would be
screened by puromycin and validated by Western blot． Inhibition rate of the cell growth to imatinib( IM) was deter-
mined by MTT method． Meanwhile，the related protein of BCＲ /ABL fusion protein was detected． Ｒesults Com-
pared with the control group，low expression of STAT3 in the K562 cell group using IM treatment had a high inhibi-
tion rate，under different concentrations，the inhibition rate was statistically significant( P ＜ 0. 05 ) ． While in the
high expression of STAT3 cells，at the same concentration gradient under the action of IM，and the differences be-
tween groups were also statistically significant( P ＜ 0. 05) ． However，there was no statistically significant difference
of the inhibition rate in the two control groups． We also detected the similar expression levels of the related protein
of BCＲ /ABL fusion protein，P53，HAUSP and PTEN． Conclusion Low expression of the STAT3 protein enhances
the sensitivity of K562 cells to IM，which may result in a further reduction in the subsequent resistance of the K562
cells to IM treatment by inhibiting the STAT3 protein．
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