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不同细胞中 STAT元件对刺激因子的特异性应答

黄晓敏1 ) ，2 ) ， 李 冰2 ) *

( 1 ) 右江民族医学院生物化学教研室，广西 百色 533099 ; 2 ) 广州医学院实验医学研究中心，广州 510182 )

摘要 以高通量药物筛选为目的，构建转录因子 STAT 元件驱动的萤火虫荧光素酶报告载体，并进
行功能初步验证 ． 人工合成含 IRF-1 和 C-FOS 基因上游调控序列中的 2 个 STAT 元件的 DNA 片
段，克隆于 pGL3-promoter 报道质粒作为报道载体 pSTAT-luc; 为检测其对不同有效因子刺激的反应
性，该报道载体与荧光内参照载体 pRL-SV40 瞬时共转染不同细胞，在各种因子刺激条件下，双荧
光素酶检测系统测定化学发光强度 ． 结果显示，pSTAT-luc 的报道基因载体符合预期设计; 该载体
转染细胞实验显示，在 STAT 途径阳性的 HeLa、A549 和 MCF-7 细胞中，特异刺激因子 INF-γ 和抑瘤
素 OSM 处理能够剂量依赖性的引起细胞内萤火虫荧光素酶的升高; 在 STAT 途径阴性的 PC-12 细
胞，上述因子不能引起荧光素酶的活性改变; 以非该途径因子刺激时，HeLa、A549 和 MCF-7 细胞未
见发光水平的改变 ．结果表明，构建的报道系统具有阳性细胞反应特异性以及阳性刺激-反应特异
性，能够用于建立靶向 STAT 信号通路的高通量药物筛选平台 ．
关键词 信号转导子和转录激活子信号通路; γ-干扰素; 抑瘤素; 双荧光素酶报告基因分析
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Stimulating Factors Induced Specific STAT Element Binding Response
in Different Cell Lines
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Abstract In purpose of establishing a high-throughput drug screening method，a luciferase reporter
vector driven by human STAT ( signal transduction and activators of transcription) binding elements were
constructed，and the responsiveness upon stimulation were validated in different cell lines． Two STAT
binding elements from upstream regulatory sequences of IRF-1 and C-FOS gene were synthesized and
cloned into pGL3-Luc-promoter vector． The constructed vector pSTAT-luc，and a inner calibration vector
pRL-SV40，were transiently co-transfected into different cell lines and stimulated by various factors． The
luciferase activity was assayed using dual-luciferase system to validate cell specific response． The result
showed that in STAT pathway positive HeLa，A549 and MCF-7 cell lines，STAT specific factors INF-γ
and OSM strongly activated pSTAT-luc reporter in dose-dependent way． Neither stimulation with
irrelevant factors in STAT pathway positive cells，nor with STAT specific factors in STAT pathway
negative cell line PC-12，produced positive response． The result demonstrated that this vector was highly
cell and pathway specific for STAT pathway activation and can be used tools for high-throughput drug
screening based on STAT signal pathway．
Key words STAT ( signal transduction and activators of transcription ) ; INF-γ; OSM; dual-luciferase
reporter assay



第 5 期 黄晓敏等: 不同细胞中 STAT 元件对刺激因子的特异性应答

信号转导子和转录激活子( signal transduction
and activators of transcription，STATs ) 蛋白家族由 7
个 家 族 成 员: STAT1、STAT2、STAT3、STAT4、
STAT5a、STAT5b 和 STAT6 组成，是由细胞因子、生
长因子等多肽类配体激活的转录因子，活化的 STAT
二聚体化后移位于细胞核，与特异性 DNA 启动子结
合直接参与调节基因的表达，在免疫调控、促进细胞
生长、抗凋亡、促进细胞周期方面发挥重要作
用［1 ～ 4］． STATs 途径的异常活化被认为与肿瘤发生
发展、增生、免疫性疾病以及心血管病有密切联
系［5 ～ 7］． 因此，以 STATs 活化为指标，可在细胞水平
判断药物作用的效果、并可能通过不同的结合元件
的特点判断作用路径的差异及其机制 ．
本实验以人工合成的 2 个 STAT 下游 DNA 结

合序列串联子为调控元件，以荧光素酶为报道基因，

构建 STAT 荧光素酶报道基因载体 pSTAT-luc． 期望
利用荧光素酶能够以多孔板高通量进行检测的优

势，建立 STATs 信号途径活化检测系统，用于药物
大规模筛选 ．为了解不同细胞以及刺激因子的特异
性以及敏感性，本实验通过瞬时转染各种细胞，并用

细胞因子刺激以观察荧光素酶信号强弱的变化，从

而了解含 pSTAT-luc 的细胞特异性和灵敏性，为建
立具有靶向 STAT 因子激活的抗炎、抗肿瘤药物筛
选的细胞模型奠定基础 ．

1 材料与方法

1. 1 材料
人肺腺癌细胞系 A549、人乳腺癌细胞 MCF-7、

人子宫颈癌细胞 HeLa 和鼠肾上腺嗜铬细胞瘤细胞
PC-12 等细胞株均为广州医学院实验医学研究中心
冻存; pGL3-promoter 载体系统、pRL-SV40 海肾内参
表达载体购自 Promega 公司; 大肠杆菌菌株 Top10
为广州医学院实验医学研究中心冻存 ．

T4 DNA 连接酶、KpnⅠ酶、XhoⅠ酶购自 NEB 公
司; 脂质体 Lipofectamine 2000 购自美国 Invitrogen
公司，荧 光 酶 测 定 试 剂 盒 购 自 Promega 公 司;
RPMI1640、MEM、和 DMEM 细胞培养液及胎牛血
清、胰蛋白酶、双抗，购自 Gibico 公司; 人源干扰素 γ
( INF-γ) 、抑瘤素( OSM ) 、白介素 1β ( IL-1β ) 、白介
素 2 ( IL-2 ) 、白介素 6 ( IL-6 ) 、肿瘤坏死因子( TNF-
α) 、生长因子( TGF-β ) 、表皮生长因子( EGF ) 购自
PeproTech 公司; 佛泼酯( TPA ) 、脂多糖( LPS ) 购自
Sigma 公司，其它试剂均为进口或国产分析纯 ．
核酸蛋白定量仪购自 Eppendorf 公司; GloMaxTM

96 孔板发光检测仪购自美国 Promega 公司; 96 孔分
析板购自 Corning 公司 ．
1. 2 调控序列设计与合成
参考相关文献及生物信息系统 Transcriptional

Regulatory Element Database 的 Transcription Factor
Motif 查询，pSTAT-luc 调控序列为 STAT 转录因子结
合元件，包含其核心序列及相邻的核苷酸序列，其正

义 链 ( 5'-3' ) : 5'-CTGATTTCCCCGAAATGACG
GCAAGTTCCCGTCAATCCC-3'，来自编码人源干扰
素调节因子-1 基因( IRF-1，interferon regulatory factor
1 ) 启动子( 系列号: 34347 ) ，而 5'-AGTTCCCGTCAA
TCCC-3'来自编码人源 C-FOS 基因的启动子( 系列
号: 12010 ) ．根据 pGL3-promoter 载体启动子上游多
克隆位点酶切图谱，在其反义链( 3'-5' ) 的 5'末端和
3'末端分别设计 KpnⅠ和 XhoⅠ酶切位点，以便于和
载体连接 ．
1. 3 DNA 片段回收与纯化
报道基因载体 pGL3-promoter 用 KpnⅠ和 XhoⅠ

双酶切，产物经胶回收并定量，于 － 20 ℃冻存备用 ．
pSTAT-luc 调控序列的正义链、反义链经退火处理
形成的双链 DNA 备用 ．
1. 4 重组报道基因载体的构建、筛选和鉴定
上述双链 DNA 和双酶切后 pGL3-promoter 载体

由 T4 DNA 连接酶催化，于16 ℃反应 4 h 之后，将连
接反应混合物转化大肠杆菌菌株 Top10 的感受态细
胞 ．挑取 10 个单菌落，小量扩增、提取质粒 DNA，直
接送测序鉴定，以筛选阳性克隆 ．
1. 5 细胞培养及重组载体的转染
在37 ℃，5% CO2条件下，用含 10% 胎牛血清、

200 mg /L双抗的细胞培养液 RPMI1640、MEM 和
DMEM 分别培养 A549、PC-12、MCF-7 和 HeLa 细胞
株 ．转染前 1 d 用 PBS 清洗细胞，将细胞接种于 48
孔板，用无抗生素的培养基培养 24 h，细胞达 70%
融合，用脂质体法转染质粒 ． 每孔加入 pSTAT-luc 质
粒 DNA 0. 4 μg，pRL-SV40 质粒 DNA 0. 008 μg、脂
质体 2 μL．转染 6 h 后每孔补充 0. 5 mL 完全培养
基 ．转染后 12 h 加入不同浓度的 INF-γ、OSM、TNF-
α、IL-1β、IL-2、IL-6、TGF-β 和 EGF，每个浓度 3 个重
复孔，同时设置溶媒对照孔( 超纯水) ． 添加刺激因
子 6 h 后收获细胞 ．
1. 6 双荧光素酶报道基因表达活性检测
收获 48 孔板的细胞用 PBS 洗 2 ～ 3 次，用 50

μL 1 × 裂解液( 来源于荧光酶测定试剂盒 5 × 裂解
液贮备液) 裂解细胞，于平板振荡器上摇动 15 min，
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取细胞裂解液按 5 μL /每孔相应加入 96 孔板，备好
萤火虫荧光素酶和海肾内参荧光素酶分析试剂，按

GloMaxTM96 孔板发光检测仪的操作手册进行的荧
光素酶活性测定 ．
1. 7 统计学方法
相对荧光素酶活性比值等于相应的萤火虫荧光

素酶活性值除以相应的海肾荧光素酶活性值，所得

的计量资料以 珋x ± s 表示，多组数据间比较采用单因
素方差分析，P ＜ 0. 05 表示有统计学差异 ． 统计分析
使用 SPSS 13. 0 软件 ．

2 结果

2. 1 重组报道基因载体 pSTAT-luc 的构建
筛选挑取的单个菌落，提取其质粒进行测序 ．结

果显示，STAT 转录因子结合元件成功插入 pGL3-

promoter 载体中 ．
2. 2 pSTAT-luc 载体的细胞株对不同细胞因子的
反应分析

转染 pSTAT-luc 到细胞并用细胞因子刺激，分
析 STAT 活化状态 ． 4 种实验细胞的反应性与多种
刺激因子的有效性见 Table 1. 其中 INF-γ( 1 ～ 1 000
U /mL) 和 OSM ( 1 ～ 10 ng /mL ) 刺激 HeLa、A549 和
MCF-7 细胞的相对表达比值较对照组均有显著升
高，P ＜ 0. 05 ( Fig． 1，2 ) ，且 INF-γ ( 0、1、3. 33、10
U /mL) 和 OSM ( 0、0. 1、0. 33、1、3. 33、10 ng /mL) 与
相应荧光素酶相对表达值间存在线性相关关系，相

关系数( r) 具有统计学意义，P ＜ 0. 05( Table 2) ; PC-12
细胞对以上刺激均为阴性反应． IL-1β、IL-2、IL-6、
TNF-α、TGF-β、EGF、TPA、LPS 诸因子对前 3 种细胞
株均无阳性反应．

Table 1 The responses of cell lines transfected with pSTAT-luc reporter upon treatment with cytokines and growth factors

pSTAT-luc-cell lines INF-γ OSM IL-1β IL-2 IL-6 TNF-α TGF-β EGF TPA LPS

HeLa + + － － － － － － － －

MCF － 7 + + － － － － － － － －

A549 + + － － － － － － － －

PC － 12 － － － － － － － － － －

Cells were co-transfected with pSTAT-luc and calibration vector pRL-SV40，the factors listed above were added to the cell culture
medium for 6 hours，and then the luciferase activity was assayed using dual-reporter assaying agent． “ + ”positive response; “-”
negative response

Table 2 Pearson correlation between cytokines dose an the relative ratio of luciferase activity

pSTAT-luc-cell lines
INF-γ( 0，1，3. 33，10 U /mL) OSM ( 0，0. 1，0. 33，1，3. 33，10 ng /mL)

r Sig． ( 2-tailed) r Sig． ( 2-tailed)

HeLa 0. 635* 0. 027 0. 865＊＊ 0. 000

A549 0. 829＊＊ 0. 001 0. 843＊＊ 0. 000

MCF-7 0. 874＊＊ 0. 000 0. 851＊＊ 0. 000
* Correlation was significant at the 0. 05 level( 2-tailed) ; ＊＊Correlation was significant at the 0. 01 level ( 2-tailed)

2. 3 细胞因子 INF-γ和 OSM 对含 pSTAT-luc 细
胞株刺激的量效关系

INF-γ 对含 pSTAT-luc 的 HeLa、A549 和 MCF-7
细胞的诱导最小有效浓度为 1 U /mL，MCF-7 最高相
对表达比值较对照组升高 18 倍，HeLa 和 A549 细胞
株对 INF-γ 的刺激反应较弱，仅为前者的 1 /4 倍左
右( Fig． 1 ) ．

OSM 对含 pSTAT-luc 的 HeLa、A549 和 MCF-7
细胞的诱导最小有效浓度为 1 ng /mL，其最高相对
表达比值较对照组均升高约 1. 5 ～ 2. 5 倍，但是比
INF-γ 的刺激反应程度弱( Fig． 2 ) ．

3 讨论

报道基因技术能够简单、敏感、无害，可靶向客
观地观察细胞内的基因表达活动变化，尤其适于以

特定基因产物水平调节为靶向的药物高通量筛

选［8 ～ 10］，本研究构建以 STAT 下游 DNA 结合序列串
联子为调控序列的萤火虫荧光素酶为报道基因的重

组质粒 pSTAT-luc，以海肾荧光素酶报道基因 pRL-
SV40 质粒作为内参照，共转染各种细胞，校正的萤
火虫荧光素酶活性可以代表 STATs 元件调控下的
基因表达的状况，从而能够筛选引起 STATs 因子活
化的药物或活性大分子 ．

664



第 5 期 黄晓敏等: 不同细胞中 STAT 元件对刺激因子的特异性应答

Fig． 1 The dose-dependent reporter response induced by INF-γ in cell lines Cells were co-transfected with pSTAT-luc

and calibration vector pRL-SV40，and the different concentration of INF-γ( 0，1，3. 33，10，33. 33，100，333. 33，1 000 U /mL)

was added to culture medium and maintained for 6 hours( 0 U /mL was marked with ★ for show the start level) ，then the luciferase

activity was assayed using dual-reporter assaying system． The relative ratio of luciferase activity was the ratio of Luc /Rl light

intensity． Data represent mean ± S． D． derived from three independent experiments． * P ＜ 0. 05 versus the control group

Fig． 2 The dose-dependent reporter response induced by OSM in cell lines Cells were co-transfected with pSTAT-

luc and calibration vector pRL-SV40，and the different concentration of OSM ( 0，0. 1，0. 33，1，3. 33，10 ng /mL ) was

added to culture medium and maintained for 6 hours ( 0 U /mL was marked with ★ for show the start level ) ，then the

luciferase activity was assayed using dual-reporter assaying system． The relative ratio of luciferase activity was the ratio of

Luc /Rl light intensity． Data represent mean ± S． D． derived from three independent experiments． * P ＜ 0. 05 versus the

control group

在建立药物筛选系统时，系统的敏感性和特异

性是方法的关键 ． 本文利用瞬时转染进行的研究结
果显示，该方法具有良好的细胞特异性及敏感性和

刺激因子特异性: 在诸多所测试的细胞因子中，只有

INF-γ 和 OSM 对转染 pSTAT-luc 的 HeLa、A549 和
MCF-7 细胞具有不同刺激作用，转染 pSTAT-luc 的
PC-12 细胞株对所有的细胞因子刺激无响应 ． 结果
说明: 1 ) 细胞内 JAK-STAT 通路激活具有细胞特异

性，HeLa、A549 和 MCF-7 细胞具有相关受体以及
STAT 信号分子，而不同的反应程度可能与受体水
平，STAT 信号分子的种类以及数量差异有关; PC-12
细胞则可能缺乏上述相关因子的受体，因而不具有

反应性［11］． 2 ) MCF-7 细胞对细胞因子刺激反应强，

且背景低，优于 HeLa 和 A549 细胞，有望作为今后
的药物筛选细胞模型［12］． 3 ) 转染 pSTAT-luc 的
HeLa、A549 和 MCF-7 细胞株仅对 INF-γ 和 OSM 的
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刺激有反应，对其它因子的反应为阴性，证明该报导

系统具有较好的信号途径特异性 ． 因为 INF-γ 和
OSM 是已证明的 JAK-STAT 通路的阳性细胞因子，
而其它测试的因子均与该信号通路无关 ． 4 ) 在反应
阳性的细胞株中，INF-γ 激活作用强于 OSM，INF-γ
是典型的 STAT 通路激活因子，刺激所引起的反应
是直接激活效应［13，14］． OSM 是一种多功能细胞因
子，通过两类功能性受体复合物起作用［15］，除阳性

信号外尚能够引起信号转导的负调节［16］，从而使

JAK /STAT 通路激活作用被部分抑制而弱化 ． 因此，
INF-γ 作为阳性刺激检验因子，OSM 可作为辅助性
阳性刺激检验因子 ．
报道系统的敏感性问题是这类方法学最困难的

关键问题之一 ． 本报道系统中，INF-γ 对含 pSTAT-
luc 的细胞刺激作用的最小有效量为 1 U /mL，这一
水平在某些筛选应用中尚有不足，因此，我们需将

STAT 因子稳定转染细胞，提高其检测效率 ． 由于不
同细胞可能具有不同的 STAT 家族成员组成，其引
起的效应也有差异，在实施中还需要针对不同筛选

目标进行具体设计和实验 ． 再者，若能够获得“正
常”反应性的细胞系，今后将可以更客观地了解药
物的刺激反应 ．所以本室期望建立稳定转染的相对
靶组织原代细胞模型，这将是较有说服力的且更为

可靠性的系统 ．
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