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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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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 migration and invasion were assessed through wound healing 

assays and Transwell assays. Results STAT4 was lowly expressed 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 

enhanced. Conclusion STAT4 is a prognostic marker in LUAD which significantly inhibits the 

proliferation, invasion, 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 
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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。 

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 

 

1.2 生物信息分析方法 

1.2.1 Kaplan-Meier Plotter 数据库 卡普兰-迈耶绘图数据库（Kaplan-Meier Plotter）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 Information, 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 atlas, HPA）  HPA 数据库分为细胞，组织，

病理三个部分，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（polyethyleneimine，

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 个孔为一次重复。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 天换一次液，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 采集一次划痕图片，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。 



 

 

 

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, ****P<0.000 1 vs Normal group. 

 

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）。 



 

 

 

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. 

 

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 3A、3B），提示 STAT4 的敲

低稳系构建成功。  

 



 

 

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 shRNA 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)。 

 

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 single cell；**P<0.01, ****P<0.000 1 vs NonT shRNA group. 

 

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)。 



 

 

 

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 migration and invasion abilities  ×20；*P<0.05, ***P<0.001, ****P<0.000 1 

vs NonT shRNA group. 

 

2.6 STAT4 过表达载体构建  根据实验目的选择慢病毒载体 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）。 



 

 

 

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 result alignment map of the pLVX-STAT4 vector. 

 

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。 

 



 

 

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 overexpression of STAT4 in LUAD cells at protein level; ***P<0.001, 

****P<0.000 1 vs Control group. 

 

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 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)。 

 

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 invasion abilities  ×20；*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs Control group. 

 

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
[12]

。

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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