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TN-C在小细胞肺癌中的表达及 STAT3对 TN-C表达的影响
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摘要 目的：探讨小细胞肺癌(SCLC)组织和小细胞肺癌细胞(H446)中肌糖蛋白 -C(TN-C)的表达及 STAT3对 TN-C表达的影响。

方法：应用免疫组化法检测 58例小细胞肺癌和 17例癌旁正常组织中 TN-C的表达水平，应用 RT-PCR和Western blotting法检测
STAT-siRNA和 STAT3过表达的 H446细胞中 TN-C的表达水平。结果：(1)小细胞肺癌组织中 TN-C的表达水平显著高于癌旁正

常组织(P<0.05)；(2)在 H446细胞中，TN-C和 STAT3均呈现高表达；(3)STAT3-siRNA处理的 H446细胞中 STAT3和 TN-C的表

达均显著降低(P<0.05)，而 STAT3过表达的 H446细胞中 STAT3和 TN-C的表达均显著上调(P<0.05)。结论：TN-C在小细胞肺癌
中的表达上调，可能受到 STAT3的调控。
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Expression of TN-C in small cell lung cancer and the effect of
STAT3 on TN-C Expression

To explore the expression of TN-C in small cell lung cancer tissues and the influence of STAT3 on TN-C

expression in H446 cells. The level of TN-C in 58 cases of SCLC tissues and 17 cases of adjacent normal lung tissue were

determined by immunohistochemistry, and the TN-C expression were also detected by RT-PCR and western blotting in STAT3-siRNA or

STAT3 overexpression H446 cells. Significant up-regulation of TN-C in SCLC tissues was observed comparing with normal
adjacent tissues. Both the TN-C and STAT3 expression were up-regulated in H446 cells. The STAT3 and TN-C expression were both

decreased in STAT3-siRNA H446 cells but increased in STAT3 overexpressed H446 cells (P<0.05). Expression of TN-C

was up-regulated in SCLC, which may be mediated by STAT3.

Small cell lung cancer; STAT3; TN-C

前言

肺癌是最常见的恶性肿瘤之一，其生物学特性、组织病理

类型和临床特征多样[1]。半个世纪以来，世界各国肺癌的发病率

和死亡率都呈明显增高趋势，全球每年约有 130万新增病例，

对人类生存和健康构成极大威胁 [2-4]。小细胞肺癌 (small cell

lung cancer，SCLC)是肺癌的一种未分化癌，由 kulchitsky细胞

恶变而来，约占肺癌总数的 20%~25%，恶性程度高，对化学治

疗及放射治疗敏感，较早即出现淋巴道转移和血行转移，在各

种类型的肺癌中预后最差[5-7]。研究表明，肌糖蛋白 -C(TN-C)在

多种肿瘤组织或细胞中均呈现高表达状态[8]，如恶性胶质瘤细

胞[9]、骨巨细胞瘤[10]等，且其能够促进肿瘤细胞的迁移[11]。信号

转导和转录活化因子 (signal transducers andactivators of tran-
scription，STATs)家族蛋白广泛参与细胞生长、分化、凋亡等多

种生理功能的调控，并与炎症、肿瘤和免疫反应密切相关[12]。研

究发现，STAT3在多种肿瘤组织中异常表达和激活，并与肿瘤

的增殖、分化、细胞凋亡、血管生成、侵润转移和免疫逃避密切

相关[13]。胥文春[14]等发现，在非小细胞肺癌(non-small cell lung

cancer，NSCLC)组织中，STAT3的阳性表达率明显高于癌旁正
常肺组织。但 TN-C和 STAT3在小细胞肺癌中的表达尚不清

楚。本研究旨在探讨小细胞肺癌组织中 TN-C 的表达，以及
STAT3对 TN-C表达的影响。

1 材料与方法

1.1 样本来源
本研究 58例小细胞肺癌组织及 17例癌旁正常组织均取

自第三军医大学西南医院呼吸科 2008年 3月至 2012年 7月

接受手术治疗的患者，术前均未接受放疗和化疗，经术后病理

诊断确诊。年龄 42-73岁，中位年龄 59岁。人小细胞肺癌细胞

系 H446细胞和人正常肺上皮细胞系 BEAS-2B细胞购自美国
培养物保存中心(ATCC)。
1.2 主要试剂

鼠抗人 STAT3单克隆抗体购自 Epigentek公司；辣根过氧
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化物酶(HRP)标记的羊抗鼠 IgG二抗购自 Cell Signaling Tech-

nology；DAB试剂盒购自 Vector Laboratories, Inc公司；鼠抗人
TN-C 单克隆抗体、RIPA 裂解液、PVDF膜购自 Sigma 公司；
RPMI-1640 培养基、胎牛血清购自 Gibco 公司；Lipofec-

tamineTM 2000、TRIZOL 试剂购自 Invitrogen 公司；pyrobest
DNA 聚合酶购自 Takara Biotechnology 公司；ECL购自 Ther-

mo Pierce公司；pEGFP载体购自 Novagen公司。
1.3 免疫组化检测 TN-C在小细胞肺癌组织中的表达

小细胞肺癌组织和正常癌旁组织于 30 %福尔马林溶液中
固定，石蜡切片厚度为 5 滋m，常规脱蜡至水化，PBS清洗切片

后，以 5 %山羊血清进行封闭，与鼠抗人 TN-C单克隆抗体(稀

释比 1:200)4 ℃孵育过夜。PBS清洗切片，与辣根过氧化物酶
(HRP)标记的羊抗鼠 IgG二抗(稀释比 1:2000)孵育后，以 DAB

试剂盒进行显色，阳性染色为棕黄色。

1.4 细胞培养
H446 和 BEAS-2B 细胞培养于含 100 U/mL 青霉素、100

mg/L链霉素及 10 %胎牛血清的 RPMI-1640培养基中，并在 37

℃、5% CO2及水饱和条件下进行培养，每隔 3天更换一次培养

基。待细胞汇片达到 90 %后，以 0.25 %胰蛋白酶 -EDTA溶液
进行消化，待用。

1.5 RT-PCR检测 H446细胞中 TN-C和 STAT3 mRNA的表达

按照 TRIZOL试剂说明书提取 H446和 BEAS-2B细胞中

的总 RNA。TN-C 基因上游引物序列为：5'-GGTACAGTG-

GGACAGCAGGTG-3'，下游引物序列为：5’-GAGAAGGATCT-

GCCATTGTGG-3'；STAT3 基因上游引物序列为：5'- GTCA-

GATGCCAAATGC-3’，下游引物序列为：5'- CCTGGAGGCT-
TAGTGC-3’；内参 茁-actin 的上游引物序列为 5'-CTC CAT

CCT GGC CTC GCT GT-3'，下游引物序列为 5'-GCT GTC ACC

TTC ACC GTT CC-3'，均由上海生工生物工程技术服务有限公

司合成。反应条件为：95 ℃预变性 10 min，95 ℃变性 15 s，56 ℃

退火 30 s，72 ℃延伸 45 s，循环 40次。
1.6 Western blotting检测 H446细胞中 TN-C和 STAT3蛋白的

表达

以 RIPA裂解液分别裂解 H446和 BEAS-2B细胞，提取细

胞总蛋白，并以 BCA法定量。进行 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳
(40 滋g/泳道)后，转至 PVDF膜上进行抗原抗体反应，一抗分别

为鼠抗人 TN-C单克隆抗体和鼠抗人 STAT3单克隆抗体(稀释

度 1:200)，4℃孵育过夜。二抗为辣根过氧化物酶(HRP)标记的

羊抗鼠 IgG 二抗 (稀释度 1:2000)，ECL显色、X 线片曝光后，
Image J软件扫描灰度定量。
1.7 人 STAT3 siRNA(short hairpin RNA)表达载体的构建

从 GenBank中查找人 STAT3基因的全长序列，根据 siR-

NA的设计原则，设计 STAT3特异寡核苷酸序列：STAT3正义

链 5’-CCG GTG GAG ACA TGC AGG ATC TGA TTC AAG A-
GA TCA GAT CCT GCA TGT CTC CTT TTT TG-3’，反义链
5’-AAT TCA AAA AAG GAG ACA TGC AGG ATC TGA TCT

CTT GAA TCA GAT CCT GCA TGT CTC CA-3’。同时建立无
同源性序列的 non-target siRNA 为阴性对照，正义链 5’-CCG

GTA CGT GAC ACG TTC GGA GAA TTC TCG AGA ATT
CTC CGA ACG TGT CAC GTT TTT TG-3’，反义链 5’-AAT

TCA AAA AAC GTG ACA CGT TCG GAG AAT TCT CGA

GAA TTC TCC GAA CGT GTC ACG TA-3’(由上海生工生物
工程技术服务有限公司合成)。将处于对数生长期的人小细胞

肺癌细胞 H446 经 0.25 %胰蛋白酶消化后制成细胞悬液，以
2× 105个 /孔接种于 6孔板，于 37 ℃、5 % CO2培养箱内培养，

保证转染时细胞汇合达 70 %~80 %；分别将稀释的 STAT3-siR-

NA，scramble siRNA 与 无 血 清 培 养 液 稀 释 的 Lipofec-

tamineTM2000轻轻混合至均匀，缓慢加至 H446细胞中，同时

设置对照组，37 ℃、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。提取细胞

总蛋白，Western blotting检测 STAT3和 TN-C蛋白的表达，以

茁-actin为内参。
1.8 STST3过表达载体的构建

利用 pyrobest DNA 聚合酶对 STAT3 基因的 cDNA 进行
RCR 扩增，STAT3 基因上游引物序列为：5’- GTCAGATGC-

CAAATGC-3’，下游引物序列为：5’-CCTGGAGGCTTAGT-
GC-3’；将扩增的 STAT3 cDNA插入 pEGFP载体中，以脂质体

法将 cDNA-pEGFP载体转染至 H446细胞中，同时设置 pEGFP

空载体作为阴性对照，37 ℃、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。

提取细胞总蛋白，Western blotting检测 STAT3和 TN-C蛋白的

表达，以 茁-actin为内参。
1.9 图像分析及统计学方法

本研究所有实验均重复 3次进行。利用 Image-Pro Plus6.0

图像分析软件，检测阳性信号的积分光密度(Integrated Optical

Density，IOD)和相应面积(Area)，将每张切片选取 3个视野，取

平均值来计算免疫组化阳性信号的平均光密度值 (Mean Opti-

cal Density)；采用独立样本 t检验法(Student's t test)对免疫组化

图像分析结果和 RT-PCR结果进行分析比较，其中 P <0.05被

认为具有统计学意义；利用 Gel-pro4.0软件对 western blotting

条带进行积分光密度 IOD分析，根据各条带的 IOD值，绘制相

应的光密度直方图。

2 结果

2.1 小细胞肺癌中 TN-C的表达

采用免疫组织化学染色法检测人小细胞肺癌组织和癌旁

正常肺组织中 TN-C的表达，棕色代表阳性信号。结果显示，与

癌旁正常肺组织 (图 1B) 相比，人小细胞肺癌组织 (图 1A)中
TN-C广泛分布，且着色加深；采用 Image-Pro Plus6.0图像分析

免疫组化图片，结果显示 SCLC 组织中 TN-C 的阳性信号
(Mean Optical Density)显著高于正常肺组织(图 1C)，表明人小

细胞肺癌组织与癌旁正常肺组织相比 TN-C呈高表达。
2.2 H446细胞中 TN-C和 STAT3的表达

通过 RT-PCR 和 Western blotting 分析发现，TN-C 和
STAT3在 H446细胞中均有表达，与人正常肺上皮细胞中的
TN-C 和 STAT3 表达相比，H446 细胞中 TN-C 和 STAT3 的
mRNA(图 2A)和蛋白表达量(图 2B-D)均显著上调(图 2)，差异

具有统计学意义(P<0.05)。其中，图 2C和图 2D分别为 western

bloting条带的光密度分析结果。
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2.3 STAT3-siRNA 和 STAT3 过表达处理的 H446 细胞中
STAT3的表达

为了探讨 STAT3对 TN-C表达的影响，本研究分别构建

了 STAT3-siRNA 和 STAT3过表达的 H446 细胞模型。通过
RT-PCR 和 Western blotting 分析，验证了 STAT3-siRNA 和
STAT3 过表达 H446 细胞模型的成功构建。图 3A 显示，
STAT3-siRNA处理的 H446细胞中 STAT3 mRNA水平与对照

组和 Scramble siRNA组相比均显著降低 (P<0.05)，而 STAT3

过表达的 H446细胞中 STAT3 mRNA水平与对照组和空载体
组相比均显著增加(P<0.05)。Western blotting的结果与 RT-PCR

结果相一致(图 3B和图 3C)，表明本研究成功构建 STAT3-siR-
NA和 STAT3过表达的 H446细胞模型。
2.4 STAT3-siRNA 和 STAT3过表达的 H446细胞中 TN-C 的

表达

通过 RT-PCR和 Western blotting的方法，检测 H446细胞

中 STAT3基因沉默或过表达对 TN-C表达的影响。如图 4中

所示，在 STAT3-siRNA处理的 H446细胞中，TN-C的 mRNA

表达较对照组显著下调，而在 STAT3过表达组中表达上调；在
TN-C mRNA水平上，两组同对照组相比，均呈现出显著差异

(图 4A，P<0.05)。

3 讨论

小细胞肺癌(SCLC)因增长快、恶性度高、转移早，确诊时多

有淋巴结转移或远处转移，被认为是一种全身性疾病。此外，其

分期较为特殊，分为局限期和广泛期，大多数小细胞肺癌患者

确诊时已属广泛期，局限期所占比例仅为 1/3[5]。

肌糖蛋白 C(Tenascin-C，TN-C)是一种细胞外基质糖蛋白，

其特异性表达于损伤组织中。在组织发生损伤时，肌糖蛋白 C

扮演多种不同的角色来调节炎性和纤维化过程以确保组织修

复。近年来，研究发现肌糖蛋白 C在心脏和动脉损伤、肿瘤血管

发生和转移以及调节干细胞活动中具有关键作用[15]。肌糖蛋白

-C在许多人类肿瘤组织中均呈现高表达，能够刺激细胞增殖，

促进肿瘤细胞迁移[8,11]。本研究首先在组织水平检测了小细胞

肺癌组织中 TN-C的表达情况，发现 TN-C在 SCLC组织中的

表达明显高于癌旁正常肺组织，提示 TN-C可能在小细胞肺癌

的发生中发挥了重要作用。已有研究推测 TN-C在小细胞肺癌

中的作用，提出 TN-C有可能作为未来检测小细胞肺癌的指标

及治疗的潜在靶点。进一步检测 TN-C高表达的原因，我们发

现 TN-C和 STAT3在 H446细胞中均呈现高表达，我们构建了
STAT3基因沉默和过表达的 H446细胞模型，结果显示 TN-C

图 1 免疫组化法检测人小细胞肺癌组织(A)和癌旁正常肺组织(B)

中 TN-C的表达(放大倍数× 40)

Fig. 1 TN-C expression in SCLC (A) and adjacent normal lung tissues (B)

detected by immunohistochemistry. (Magnification, × 40)

图 2 H446细胞中 TN-C和 STAT1的表达

Fig. 2 Expression of TN-C and STAT1 in H446 cells

图 3 STAT3-siRNA和 STAT3过表达的 H446细胞中 STAT3的表达

Fig. 3 Expression of STAT3 in STAT3-siRNA and STAT3

overexpressed H446 cells

图 4 STAT3-siRNA和 STAT3过表达 H446细胞中 TN-C的表达

Fig. 4 Expression of TN-C in STAT3-siRNA and STAT3

overexpression H446 cells

3431· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.14 NO.18 JUN.2014

在 H446 细胞中的表达与 STST3 的水平呈正相关，表明
STAT3可促进 H446细胞中 TN-C的表达，进而可能促进小细

胞肺癌的发生和发展。

STATs家族是一种存在于胞浆且在激活后能够转入细胞
核内与 DNA结合的蛋白质家族，具有信号转导和转录调控的

双重作用。其中，STAT3蛋白参与调节了多种细胞因子的信号

转导过程，包括 IFN受体家族、gp130受体家族。STAT3活化

后，在胞浆内形成同源或异源二聚体，该二聚体可迅速转入细

胞核中，并能结合在特定基因的启动子上，诱导相应基因的表

达[16]。据此推测，STAT3有可能通过其转录调控作用，来调节

TN-C基因的启动，但有关 TN-C随着小细胞肺癌病程进展的

表达情况以及 STAT3促进 TN-C表达的分子机制仍有待于深

入研究。小细胞肺癌中 TN-C表达的上升，表明 TN-C有可能为

小细胞肺癌的治疗提供潜在的靶点。此外，TN-C表达机制的研
究将有助于更好的研究 TN-C在小细胞肺癌中的作用。
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