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前言

临床上，肾缺血再灌注损伤（IRI）常见于肾脏移植手术、休

克、重度创伤和心血管手术等重症创伤和大手术中。肾脏在缺

血的基础上恢复血流，组织损伤进一步加重。肾 IRI导致围术

期急性肾损伤（AKI）高发，严重者可致急性肾功能衰竭，使死
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摘要 目的：构建信号转导与转录因子 3（STAT3）小干扰 RNA（siRNA）表达载体，并观察其对缺氧复氧后人肾小管上皮细胞
（HKC）凋亡的影响。方法：设计 3对人 STAT3 siRNA靶序列，用 DNA重组技术克隆至质粒 pRNAT-U6.1/neo中，构建重组质粒
pRNAT-U6.1-STAT3 siRNA，检测并筛选出最佳抑制效率的 siRNA质粒载体。重组质粒转染至缺氧复氧后 HKC细胞，Western
blotting和 Real Time-PCR测定 STAT3蛋白和 mRNA表达量，流式细胞仪测定细胞凋亡，间接荧光法测定 Bcl-2和 Bax表达的变

化。结果：靶向 STAT3基因表达的质粒载体构建成功，并筛选出抑制效率最佳的重组质粒。缺氧复氧后 HKC细胞 STAT3表达、

凋亡率和 Bax/Bcl-2比值增加；缺氧复氧后 HKC细胞转染重组质粒后 STAT3表达、凋亡率和 Bax/Bcl-2比值明显降低。结论：成

功构建并筛选最佳抑制效率的靶向 STAT3的重组质粒载体。该载体可有效抑制缺氧复氧后 HKC细胞中 STAT3信号转导通路
的活化，并进一步通过上调 Bcl-2、下调 Bax蛋白的表达，从而抑制细胞凋亡。
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Construction of the Vector Expressing Small Interference RNA Targeting
STAT3 Gene and its Effect on Apoptosis of Human Tubular Epithelial

Cells Induced by Hypoxia-Reoxygenation Injury*

To construct the vector expressing small interference RNA targeting signal transducer and activator of

transcription 3 (STAT3) gene and to investigate its effect on apoptosis of human tubular epithelial cells (HKC) induced by

hypoxia-reoxygenation injury. Design 3 pairs of small interference RNA sequences targeting STAT3 gene and clone into
plasmid pRNAT-U6.1/neo to construct recombinant plasmid pRNAT-U6.1-STAT3 siRNA within which the best suppressive efficiency

plasmid was determined and elected. Recombinant plasmid was transfected into HKC induced by hypoxia-reoxygenation injury. The
expression of STAT3 protein and mRNA were determined by western blotting and RT-PCR. The apoptosis was measured by flow

cytometry (FCM). The expression of Bcl-2 and Bax was determined by indirect fluorescence method. The recombinant plasmid

was constructed successfully. Select the best recombinant plasmid which produced the best suppression effect. The expression of STAT3,

the apoptosis rate and the ratio of Bax/Bcl-2 of HKC induced by hypoxia-reoxygenation injury was significantly increased. The

expression of STAT3, the apoptosis rate and the ratio of Bax/Bcl-2 was significantly decreased after recombinant plasmid was transfected
into HKC induced by hypoxia-reoxygenation injury. The recombinant plasmid was constructed successfully. This

recombinant plasmid can effectively inhibit the activity of STAT3 pathway of HKC induced by hypoxia-reoxygenation injury, upregulate

the expression of Bcl-2 and downregulate the expression of Bax, which cause the apoptosis of cells.
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亡率增加。细胞的缺氧复氧性损伤和组织 IRI有非常相似之

处，是常用的体外研究方法。肾脏 IRI的发生机制与活性氧大
量产生、细胞内钙超载、中性粒细胞活化和高能磷酸化合物生

成障碍等有关，导致细胞凋亡、增殖或分化[1,2]。信号转导与转录

激活因子 3（STAT3）是 STAT家族的重要成员，其信号转导通

路与细胞的增殖分化、凋亡和免疫逃逸密切相关[3,4]。小干扰 RNA

（siRNA）技术具有序列特异性和抑制基因表达的高效性，引发

体内序列特异性基因转录后的基因沉默[5]。本研究拟观察靶向

STAT3小干扰 RNA（siRNA）对缺氧复氧后人肾小管上皮细胞
( HKC )细胞凋亡的影响，为围术期肾 IRI的靶向基因治疗提

供新的思路。

1 材料和方法

1.1 细胞与制剂

人肾小管上皮细胞（HKC）购自上海艾研生物科技有限公

司。质粒 pRNAT-U6.1/neo购自 Ambion公司，带有 GFP基因
和新霉素（neo）抗性基因。大肠杆菌 DH5琢由南京医科大学附
属南京医院（南京市第一医院）实验中心保存。质粒小量提取试

剂盒购自北京博克泰克公司。Lipofectamine 2000脂质体转染

试剂盒、无血清培养基 DMEM/F12、RPMI-1640培养液和 Tri-

zol购自美国 Invitrogen公司。总 RNA提取试剂盒（RNA fast

200）购自上海飞捷生物有限公司。限制性内切酶 Ⅰ和

Ⅲ、RT-PCR试剂盒购自大连 TaKara生物公司。胎牛血清

（TBS）购自美国 Hyclone公司。胰蛋白酶购自上海微晶生物技

术有限公司。FITC-Annexin-V/PI细胞凋亡试剂盒购自 Biovi-

sion公司。STAT3兔抗人多克隆抗体、Bax和 Bcl-2鼠抗人单

克隆抗体、二抗羊抗鼠 FITC-IgG均购自美国 Santa Cruz公司。
1.2 细胞培养

采用组织贴壁法培养 HKC细胞，以含 10 %胎牛血清的
DMEM/F12培养液，常规培养于 37 ℃、95 % O2、5% CO2培养

箱中，每隔 2天更换培养液，当细胞培养至 80 % ~90 %融合

时，用 0.25 %的胰酶消化传代。实验用第 4代细胞。
1.3 实验分组

第一部分实验中培养细胞随机分为 4 组：阴性对照
pRNAT-U6.1/neo 转染组（A 组）、pRNAT-U6.1-STAT3 siRNA1

转染组（B1 组）、pRNAT-U6.1-STAT3 siRNA2 转染组（B2 组）

和 pRNAT-U6.1-STAT3 siRNA3转染组（B3组）。A、B1、B2和
B3 组 HKC 细胞分别转染质粒 pRNAT-U6.1/neo、pRNAT-U6.

1-STAT3 siRNA1、pRNAT-U6.1-STAT3 siRNA2和 pRNAT-U6.

1-STAT3 siRNA3。第二部分实验中，选择抑制效果最好的质粒
pRNAT-U6.1-STAT3 siRNA转染缺氧复氧后 HKC，随机分成 4

组：正常培养组（D1组）、缺氧复氧组（D2组）、阴性对照转染组

（D3组）、重组质粒转染组（D4组）。D1 组细胞在正常 37 ℃、
95% O2、5% CO2环境中培养，D2组细胞在缺氧复氧环境中培
养，两组均在缺氧复氧前加入转染液；D3和 D4组的细胞在缺

氧 复 氧 前 分 别 转 染 质 粒 pRNAT-U6.1/neo、pRNAT-U6.
1-STAT3 siRNA，余同 D2组。
1.4 STAT3 siRNA目的片段的设计

根据 GenBank 提供的人 STAT3全长基因设计 siRNA 的
靶区[4,5]，使用 Genscript公司在线设计软件，选择 mRNA序列上

的 3个编码区合成目标序列（siRNA1、siRNA2和 siRNA3）。同

时将 siRNA 的碱基序列打乱设计阴性对照，对照序列经
BLAST 检测证实与 siRNA序列有相同的组成，但和 STAT3

mRNA和人类其他基因无同源性。根据阴性对照序列和 3条
siRNA序列设计 4对互补的单链DNA，正义链 5'端有 Ⅰ

（GGATCC）酶切位点，3'端有 d Ⅲ（AAGCTT）酶切位点和

终止信号（TTTTTTCCAA）。siRNA1、siRNA2、siRNA3和阴性

对照片段的 4对 DNA单链模板见表 1。完成设计的单链 DNA

模板交由大连 Takara公司化学合成。

Sense（5'-3'） Sense（3'-5'）Sequence Starting cDNA

GATCCCGTCAGCACAATCTACGAA-

GATTCAAGAGATCTTCGTAGATTGT-

GCTGATTTTTTCCAAA

GATCCCGCTGCTAAGATTCAGT-

GAAATTCAAGAGATTTCACT-

GAATCTTAGCAGTTTTTTCCAAA

GATCCCGCGTCCAGTTCACTAC-

TAATTCAAGAGATTAGTAGT-

GAACTGGACGCTTTTTTCCAAA

GATCCCGCTGCTAAGATTCAGT-

GAAATTCAAGAGATTTCACT-

GAATCTTAGCAGTTTTTTCCAAA

AGCTTTTGGAAAAAATCAGCACAATC-

TACGAAGATCTCTTGAATCTTCGTA-

GATTGTGCTGACGG

AGCTTTTGGAAAAAACTGCTAA-

GATTCAGT-

GAAATCTCTTGAATTTCACTGAATCT-

TAGCAGCGG

AGCTTTTG-

GAAAAAAGCGTCCAGTTCACTAC-

TAATCTCTTGAATTAGTAGTGAACTG-

GACGCGG

AGCTTTTGGAAAAAACTGCTAA-

GATTCAGT-

GAAATCTCTTGAATTTCACTGAATCT-

TAGCAGCGG

siRNA1

siRNA2

siRNA3

Negative control

455

2037

1243

TCAGCACAATC-

TACGAAGA

CTGCTAA-

GATTCAGT-

GAAA

GCGTCCAGTTCA

CTACTAA

TTCTCC-

GAACGTGT-

CACGT

表 1 人 STAT3 siRNA模板序列

Table 1 Template sequence of human STAT3 siRNA
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1.5 STAT3 siRNA重组质粒的构建和鉴定

将分别合成 4个模板的各 2条互补寡核苷酸链在退火缓

冲液作用下退火形成双链结构，与经过 Ⅰ和 Ⅲ

双酶切的质粒 pRNAT-U6.1/neo 连接，热转化至大肠杆菌
DH5琢感受态细胞，涂布于含氨苄青霉素（Amp）的 LB平板上，
37 ℃培养过夜，次日挑取平板上的阳性单克隆菌落接种于含
Amp的 LB培养液中，摇菌过夜，碱裂解法小提质粒。双酶切质

粒并以 1.5%琼脂糖凝胶电泳初步确定重组载体后，送交大连
Takara 公司测序。构建的重组质粒分别命名 pRNAT-U6.

1-STAT3 siRNA1、pRNAT-U6.1-STAT3 siRNA2和 pRNAT-U6.

1-STAT3 siRNA3。
1.6 细胞转染

取对数生长期的 HKC细胞经 0.25%胰蛋白酶消化制成细

胞悬液，接种于 24孔培养板，于 37 ℃、95 % O2、5 % CO2培养

箱中培养。当贴壁细胞达到 70 % ～ 80 %融合时，将 Lipofec-

tamineTM 2000 用无血清培养液稀释并包裹重组质粒，转染
HKC 细胞，放入 37 ℃、95% O2、5 % CO2培养箱内培养 24 h

后，吸去无血清培养液，加入含 10 % FBS的细胞培养基继续培

养 24 h。第一部分实验：重组质粒转染 HKC细胞时，A组加入
质粒 pRNAT-U6.1/neo（空载体），B1、B2和 B3组分别加入质

粒 pRNAT-U6.1-STAT3 siRNA1、pRNAT-U6.1-STAT3 siRNA2

和 pRNAT-U6.1-STAT3 siRNA3；Western blotting 和 Real

Time-PCR（RT-PCR）检测靶基因为 STAT3的 3个不同 siRNA

的抑制作用，选取抑制效果最佳的重组质粒。第二部分实验：应

用抑制效果最佳的重组质粒转染缺氧复氧后 HKC细胞，D1和
D2组细胞加入转染液，D3和 D4组细胞在缺氧复氧前分别转

染空载体 pRNAT-U6.1/neo和重组质粒。
1.7 缺氧复氧细胞模型制备

第二部分实验的各组细胞，取转染后对数生长的 HKC细

胞株，调节细胞浓度为 1× 106/mL，种入 6孔培养板，在 37 ℃、

95 % O2、5% CO2环境中培养 12 h，然后换无糖 Hank's液，将培

养板置于持续 95% N2、5% CO2平衡的孵育容器中 2 h，再换含
5 %血清的 RPMI 1640培养液在 37 ℃、95 % O2、5 % CO2环境

中持续培养 24 h。各组细胞行Western blotting检测 STAT3蛋
白的表达，RT-PCR 测定 STAT3 mRNA，Annexin V/PI染色流

式细胞仪检测细胞凋亡，流式细胞术检测凋亡相关因子 Bcl-2

和 Bax表达。
1.8 检测指标
1.8.1 Western blotting 检测 STAT3 蛋白的表达 细胞加入

RIPA裂解液，加入 PMSF冰上孵育细胞 30 min，冰上刮取细

胞，4 ℃下 12000 r/min 离心 15 min 并取上清。加入上样缓冲

液，Bradford比色法测定蛋白浓度。沸水浴加热 3～ 5 min使蛋

白变性，100 滋g总蛋白上样，进行 SDS-PAGE电泳，将蛋白转

移至硝酸纤维素膜上。常规封闭后，加入一抗 4 ℃过夜，再加入

辣根过氧化物酶标记过的二抗 37 ℃下孵育 2 h，ECL显色。测

定蛋白条带的吸光度值，以 STAT3/茁-actin的相对值表示蛋白

的相对表达水平。实验重复 3次。
1.8.2 RT-PCR测定STAT3 mRNA 采用 1 mL Trizol试剂提

取细胞总 RNA，取 1 滋g总 RNA以 Oligo（dT）为引物逆转合成
cDNA，并以 cDNA 链为模板行 PCR 扩增。根据人 STAT3

mRNA序列设计引物，选择硝酸甘油醛脱氢酶（GAPDH）为内

参基因。STAT3 mRNA和内参基因的上游引物、下游引物序列

见表 2，引物序列设计合成均由大连 Takara公司完成。PCR反

应条件：94 ℃预变性 3 min，94℃ 60 s，56 ℃ 50 s，72 ℃ 60 s，30

个循环，72 ℃延伸 10 min，维持 4 ℃保存。对图像进行软件分

析，得到样品量的循环阈值（Ct值），以 2-△△Ct表示基因的相对

表达量，△△Ct=[Ct(STAT3)-Ct（GAPDH）]待测组 -[Ct（STAT3）-Ct

（GAPDH）]对照组。取 10 滋L扩增产物以 1.5 %琼脂糖凝胶电泳。

实验重复 3次。

1.8.3 Annexin V/PI染色法检测细胞凋亡 按照 Annexin V/PI

染色检测凋亡试剂盒操作说明进行。0.25 %胰酶消化细胞，转

速 2000 r/min离心 5 min（离心半径 10 cm）收集细胞。冷 PBS

洗涤细胞两次，2000 r/min离心 5 min。用 400 滋L 1× Annexin
V binding buffer悬浮细胞，细胞浓度 1× 106 / mL。在细胞悬浮
液中加入 5 滋L Annexin V-FITC/EGFP，轻轻混匀后于 2~8 ℃避

光条件下孵育 15 min。加入 10 滋L PI后轻轻混匀于 2~8 ℃避
光条件下孵育 5 min。在 1 h内上机检测，CELLQuest软件采集

数据分析，计算凋亡率 =凋亡细胞数目 /细胞总数，重复 3次。
1.8.4 流式细胞术检测凋亡相关因子 Bcl-2和 Bax表达 采

用间接免疫荧光法，在细胞悬液中加入 1：100的 Bcl-2或 Bax

抗体，37 ℃温浴 30 min后洗涤，加入 1：100稀释的 FITC标记

的羊抗鼠二抗，温浴洗涤后立即上流式细胞仪检测。实验重复

3 次，以平均荧光强度表示 Bcl-2 和 Bax 蛋白的含量，计算
Bax/Bcl-2比值。

1.9 统计分析

采用 SPSS 13.0统计学软件包对数据进行分析，计量资料

以均数± 标准差（x± s）表示，组内比较采用重复测量设计的方

差分析，组间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 pRNAT-U6.1-STAT3 siRNA重组质粒的鉴定
STAT3小干扰 RNA表达载体经 Ⅰ和 Ⅲ双酶

STAT3 mRNA

GAPDH

CACCAAGCGAGGACTGAGCAT

AATTCAACGGCACAGTCAAGGC

GCCAGACCCAGAAGGAGAAGC

GGATGCAGGGATGATGTTCTGG

Gene Upstream primer sequence（5'-3'） Downstream primer sequence（5'-3'）

表 2 STAT3和内参基因的上游引物、下游引物序列

Table 2 Upstream primer and downstream primer sequences of STAT3 or reference gene
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切鉴定电泳图如图 1所示。测序结果表明，STAT3干扰序列与
GenBank 中的序列一致，无碱基突变和移码，证实 STAT3

siRNA表达载体构建成功。
2.2 pRNAT-U6.1-STAT3 siRNA对 STAT3蛋白表达的影响

第一部分实验中，重组质粒转染 HKC细胞 48 h后，West-
ern blotting结果显示 A、B1、B2和 B3组细胞 STAT3/茁-actin比

值分别为 0.82± 0.01、0.34± 0.01、0.73± 0.01 和 0.54± 0.02，重

组质粒 pRNAT-U6.1-STAT3 siRNA 1～ 3均能抑制 HKC 细胞

中 STAT3蛋白的表达，质粒 pRNAT-U6.1-STAT3 siRNA1抑
制效果最佳，差异有统计学意义（P<0.05）（图 2）。第二部分实验

中，D1～ 4 组 STAT3/茁-actin 比值分别为 0.79± 0.01、0.93±
0.02、0.94± 0.02和 0.51 ± 0.01。和 D1组比较，D2和 D3组比

值明显升高，D4组比值显著降低（P0.05）；D4组 STAT3/茁-actin

比值显著低于 D2和 D3组（P<0.05）（图 3）。

图 1 STAT3 siRNA表达载体酶切鉴定电泳图

Fig.1 Restriction enzyme digestion electrophoresis of STAT3 siRNA

expression vector

M：Marker；1：pRNAT-U6.1/neo；2：pRNAT-U6.1-STAT3 siRNA1；

3：pRNAT-U6.1-STAT3 siRNA2；4：pRNAT-U6.1-STAT3 siRNA3

图 3 第二部分实验中Western Blotting检测D1、D2、D3和D4组的 STAT3蛋白表达

Fig.3 TAT3 protein expression of group D1, D2, D3 and D4 detected by Western Blotting in the second part of the experiment

D1：正常培养组；D2：缺氧复氧组；D3：阴性对照转染组；D4：重组质粒转染组

D1：Normal culture group；D2：Hypoxia reoxygenation group；D3：Negative control transfection group；D4：Recombinant plasmid group

图 2 第一部分实验中Western Blotting检测 A、B1、B2和B3组的 STAT3蛋白表达

Fig.2 STAT3 protein expression of group A, B1, B2 and B3 detected by Western Blotting in the first part of the experiment

A组：pRNAT-U6.1/neo；B1组：pRNAT-U6.1-STAT3 siRNA1；B2组：pRNAT-U6.1-STAT3 siRNA2；B3组：pRNAT-U6.1-STAT3 siRNA3

Group A：pRNAT-U6.1/neo；Group B1：pRNAT-U6.1-STAT3 siRNA1；Group B2：pRNAT-U6.1-STAT3 siRNA2；Group B3：pRNAT-U6.1-STAT3

siRNA3

2.3 pRNAT-U6.1-STAT3 siRNA对 STAT3 mRNA表达的影响

第一部分实验中，重组质粒转染 HKC 细胞 48 h 后，
RT-PCR结果显示 A、B1、B2和 B3组细胞 STAT3 mRNA相对

表达量分别为 1.000 ± 0.000、0.336 ± 0.018、0.778 ± 0.022 和
0.684± 0.019，质粒 pRNAT-U6.1-STAT3 siRNA 1～ 3均能抑制
HKC 细胞中 STAT3 mRNA 的表达，其中质粒 pRNAT-U6.

1-STAT3 siRNA1抑制效果最佳，差异有统计学意义（P<0.05）。
RT-PCR产物凝胶电泳检测 STAT3 mRNA表达如图 4。第二部

分实验中，4 组 STAT3 mRNA 相对表达量分别为 1.000±
0.000、1.830± 0.089、1.742± 0.056和 1.310± 0.036。和 D1组比

较，D2、D3和 D4组 STAT3 mRNA相对表达量明显升高（P<

0.05）；D4组 STAT3 mRNA相对表达量显著低于 D2和 D3组

（P<0.05）。
2.4 pRNAT-U6.1-STAT3 siRNA对细胞凋亡的影响

D1～ 4 组细胞的凋亡率分别是 0.063± 0.002、0.637±
0.022、0.604± 0.019和 0.219± 0.013。和 D1组比较，D2～ 4组
比值明显升高；D4组比值显著低于 D2和 D3组（P<0.05）。

图 4 第一部分实验中 RT-PCR产物凝胶电泳检测 STAT3 mRNA表达

Fig.4 Expression of RT-PCR product STAT3 mRNA detected by gel

electrophoresis in the first part of the experiment

1：阴性对照 pRNAT-U6.1/neo转染组（A组）；2：pRNAT-U6.1-STAT3

siRNA1转染组（B1组）；3：pRNAT-U6.1-STAT3 siRNA2转染组（B2

组）；4：pRNAT-U6.1-STAT3 siRNA3转染组（B3组）；M：Marker

1：Negative control pRNAT-U6.1/neo transfection group（Group A）；

2：pRNAT-U6.1-STAT3 siRNA1 transfection group（Group B1）；

3：pRNAT-U6.1-STAT3 siRNA2 transfection group（Group B2）；

4：pRNAT-U6.1-STAT3 siRNA3 transfection group（Group B3）；

M：Marker
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3 讨论

心血管大手术、肾移植术等大手术因肾缺血再灌注损伤

（IRI）导致术后急性肾损伤（AKI）发生率高达 30 %，使死亡率

大大增加[1，2]。肾脏缺血再灌注损伤可直接导致肾髓质和皮质的

损伤，细胞凋亡和组织炎症是其主要病理变化[6，7]。但其发生的

内在分子机制尚未明确，有关靶基因治疗的方法是当前研究的

热点。

STATs 是酪氨酸蛋白激酶（JAK）/STAT 通路中重要的
JAKs底物，在细胞因子信号传导中发挥着关键作用。STATs家
族有 7 个成员组成：STAT1、STAT2、STAT3、STAT4、STAT5a、
STAT5b、STAT6[8，9]。其中 STAT3是 STAT家族的重要成员，既

是细胞内信号转导蛋白，亦是转录因子，静息状态下存在于细

胞质内，可被细胞因子、生长因子和 ROS等激活。STAT3是多

种细胞内信号传导的共同通路之一，能将信号快速从膜传递到

核，广泛参与细胞增殖分化、凋亡和炎症等多种过程[10，11]。生长

激素、干扰素、白细胞介素等细胞因子均通过 JAK2/STAT3通

路调控靶基因转录，影响细胞的增殖、分化和凋亡[12]。STAT3活

化后可调控抗凋亡蛋白 Bcl2和凋亡蛋白 Bax的表达[13，14]。如能

设法阻断 IRI肾组织 STAT3基因的表达，可抑制肾组织细胞

凋亡，从而起到肾保护的作用。阐明 STAT3在细胞凋亡中的作

用，具有良好的应用前景，可为肾 IRI治疗提供新的靶点和重

要的理论依据。本研究通过构建靶向 STAT3 siRNA表达载体，

转染缺氧复氧肾小管上皮细胞沉默 STAT3基因，观察对肾小

管上皮细胞凋亡的影响。

小干扰 RNA技术是近几年发展起来的选择性抑制基因表
达的工具，具有序列特异性和抑制基因表达的高效性，引发体

内序列特异性基因转录后的基因沉默[15]。与传统基因沉默技术

相比，siRNA技术操作流程简便、周期短、效果强、持续时间长，

在细胞内稳定表达，具有可传递性和高效性[5]。由于 siRNA的

干扰效率受多种因素如靶序列在 mRNA上的位置、基因表达

的丰度、mRNA和目的蛋白的半衰期等影响，常用方法是针对

同一个基因设定多个靶序列，选择最为有效的靶序列[16]。本研

究设计了 1条阴性对照序列和 3条 STAT3 siRNA靶序列，并

以此构建重组质粒 pRNAT-U6.1 STAT3 siRNA（阴性对照序列

构建为空载体）。质粒 pRNAT-U6.1/neo属于采用 polⅢ启动子
U6的质粒载体，引入新霉素抗性基因，被证实是具有稳定 siR-

NA 表达的载体。文献报道，该载体能诱发高达 80 %～ 90 %

的基因沉默效率[17]。本实验成功构建 3条沉默 STAT3靶基因

表达的 siRNA序列，并克隆至载体 pRNAT-U6.1/neo 中，经双

酶切和 DNA测序鉴定完全正确。构建的 3个 STAT3 siRNA质
粒载体均能抑制 STAT3基因的表达，其中起始点为 455的质

粒 pRNAT-U6.1 STAT3 siRNA3抑制 STAT3蛋白和 mRNA表

达的效果最佳。这为下一步利用重组载体进行缺氧复氧 HKC

细胞凋亡调控的实验研究打好了基础。

本实验进一步研究发现：缺氧复氧使 HKC细胞的 STAT3

表达增加；质粒 pRNAT-U6.1 STAT3 siRNA3 转染后，缺氧复

氧 HKC细胞中 STAT3蛋白和 mRNA表达均明显低于缺氧复

氧组和阴性对照 pRNAT-U6.1/neo转染组。研究表明，肾缺血

再灌注损伤引起 IL-6 的大量释放，并与其受体的两个亚基
IL-6R琢和 gp130分子形成三元复合体，之后激活与 gp130相
偶联的 JAK家族的酪氨酸蛋白激酶 JAK2，使之磷酸化，从而

激活 STAT3信号通路，诱导靶基因表达，导致组织细胞炎症

损伤和细胞凋亡[3,4,18]。Bax和 Bcl-2是调节凋亡的一组相对应的

基因，均是 Bcl-2 家族成员，在细胞内以同源或异源二聚体存

在，通过线粒体途径调控细胞凋亡[14，19]。Bax和 Bcl-2的功能分
别是促进和抑制细胞凋亡，Bax/Bcl-2的比值降低时可抑制细

胞凋亡的发生[18-20]。本研究结果提示，沉默 STAT3基因可调控
Bcl-2和 Bax基因的表达和 Bax/Bcl-2比值，最终抑制细胞凋

亡，与文献报道相似。

综上所述，成功构建并筛选最佳抑制效率的靶向 STAT3

质粒载体 pRNAT-U6.1-STAT3 siRNA3。该载体可有效抑制缺
氧复氧后 HKC 细胞中 STAT3 信号转导通路的活化，抑制
STAT3 蛋白并调控 Bcl-2 和 Bax 基因的表达和 Bax/Bcl-2 比

值，从而抑制细胞凋亡。
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