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Abstract
AIM: To discuss the relationship between signal 
transducer and activator of transcription 1 
(STAT1), nuclear factor-κB (NF-κB) p65 and 
apoptotic factor casapase 8, to elucidate the 
possible mechanism of apoptosis in the human 
gastric cancer cell line SGC7901.

METHODS: SGC7901 cells were treated with 
IFN-g and STAT1 antisense oligonucleotides 
(ASONs). The mRNA expression for STAT1, NF-
κB p65 and caspase 8 was examined by reverse 
transcription polymerase chain reaction (RT-PCR).

RESULTS: When SGC7901 cells were treated 
with IFN-g 1000 U, at 0.5, 3 and 24 h, the mRNA 
levels for STAT1 and NF-κB p65 expression 
were up-regulated; there was also a positive cor-

relation between STAT1 and NF-κB p65 expres-
sion (r = 0.403, P = 0.009). With STAT1 ASONs, 
STAT1 expression was down-regulated, while 
NF-κB p65 expression was up-regulated; in the 
mRNA levels, there was a negative correlation 
between STAT1 and NF-κB p65 (r = -0.556, P = 
0.015). There was no significant correlation be-
tween caspase 8 and STAT1 or NF-κB p65. When 
SGC7901 cells were treated with IFN-g 1000 U 
and STAT1 ASONs, there was a negative corre-
lation between mRNA levels of STAT1 and NF-
κB p65 (r = -0.783, P < 0.05). IFN-g up-regulated 
caspase 8 expression; there was a negative cor-
relation with STAT1 (r = -0.783, P = 0.002), but a 
positive correlation with NF-κB p65 (r = -0.667, 
P = 0.002).

CONCLUSION: IFN-g can up-regulate the 
mRNA levels of STAT1, NF-kB p65 and caspase 
8. mRNA levels of STAT1 and NF-kB p65 were 
negatively correlated. Caspase 8 had a negative 
correlation with STAT1, but a positive correla-
tion with NF-kB p65.
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摘要
目的: 探讨信号转导子与转录活化因子1 
(STAT1)、核因子κB(NF-κB) p65和凋亡因子
caspase 8在胃癌细胞SGC7901中的关系. 

方法: SGC7901细胞经IFN-g及STAT1反义寡
核苷酸(STAT1ASON)处理后, 应用RT-PCR方
法检测STAT1, NF-κB p65和caspase 8在mRNA
水平的改变. 

结果: IFN-g (1000 U)处理SGC7901细胞, 在

®

■背景资料
胃癌是严重危害
人类健康的最常
见的恶性肿瘤之
一, 其死亡率在我
国居恶性肿瘤的
第2位, 和其他恶
性肿瘤一样, 原癌
基因的激活、抑
癌基因的突变是
胃癌形成的重要
分子基础之一, 但
胃癌的基因异常
大多缺乏特异性, 
因此胃癌发生的
分子机制仍然模
糊不清. 近年研究
发现, 细胞凋亡与
细胞增殖平衡失
调在胃癌发生中
具有重要意义. 
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0.5, 3和24 h, STAT1和NF-kB p65在mRNA
水平出现先下降后上升的变化, 二者呈正相
关关系(r  = 0.403, P  = 0.009); 使用不同浓度
的STAT1ASON处理SGC7901细胞24 h, 在
mRNA水平, STAT1和NF-kB p65呈负相关关
系(r  = -0.556, P  = 0.015); IFN-g和不同浓度的
STAT1ASON联合作用处理SGC7901细胞24 h, 
在mRNA水平, STAT1和NF-kB p65呈负相关(r  
= -0.783, P  = 0.002), caspase 8呈上升趋势, 与 
STAT1呈负相关关系(r  = -0.667, P  = 0.002), 与
NF-kB p65呈正相关关系(r  = 0.594, P  = 0.021).

结论: IFN-g能促进STAT1, NF-kB和caspase 8
的表达, STAT1和NF-kB p65在mRNA水平上
呈负相关; caspase 8与STAT1呈负相关关系, 
与NF-kB p65呈正相关关系.

关键词: 胃癌; SGC7901细胞; 信号转导子与转录活

化因子1; 核因子κB p65; caspase 8; 逆转录酶链式
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0  引言

胃癌是全球第2大常见的恶性肿瘤, 是我国最常

见的恶性肿瘤之一, 其死亡率高[1-3], 严重危害人

类的健康. 但无论是在预防、早期发现以及治

疗方面均没有取得突破性的进展[4]. 胃癌细胞凋

亡率较低, 为1.9%-2.8%[5]. 和其他恶性肿瘤一样, 
原癌基因的激活、抑癌基因的突变是胃癌形成

的重要分子基础之一, 但胃癌的基因异常大多

缺乏特异性, 因此胃癌发生的分子机制仍然模

糊不清. 近年研究发现, 细胞凋亡与细胞增殖平

衡失调在胃癌发生中具有重要意义. JAK/STAT1
和NF-κB信号通路是机体内的2条重要的信号通

路, 均可在IFN-g作用下对细胞凋亡进行调控. 在
胃癌中关于他们的研究较少, Beppu et al [6]研究

发现, IFN-g可同时促进胃癌MK-1和GCTM细胞

中STAT1(促凋亡)和NF-kB(抑凋亡)的表达上调, 
当IFN-g和环孢菌素A(CsA, 抑制NF-kB活性)同
时使用时, 凋亡明显增加, 继而使用STAT1反义

寡核苷酸抑制STAT1活性时, 胃癌细胞凋亡率下

降, 证实IFN-g主要通过JAK-STAT1途径促进胃

癌凋亡, Zhang et al [7]的研究也证实了此点. Fulda  
et al [8]发现IFN-g作用于神经纤维瘤细胞后, 通过

STAT1/IRF1途径上调caspase 8的表达, 诱导凋亡

发生.                                     
NF-kB在胃癌细胞和组织中过表达, 通过使

其靶基因COX-2[9], ICAM-1[9], uPA[9], IL-8[10-11]等

的mRNA及蛋白水平上调, 从而与胃癌形成, 浸
润转移密切相关并在某种程度上决定着患者的

预后. Sasaki et al [10]研究发现在胃癌肿瘤细胞中

RelA的核转位明显高于癌旁上皮细胞. 研究报

道, 抑制NF-kB的活性可促进细胞凋亡[12]. Beppu 
et al [6]发现使用CsA抑制NF-kB的活性, 胃癌细

胞MK-1和GCTM凋亡显著增加. Wang et al [13]

报道IFN-g作用后可活化NF-kB, 抑制caspase 8
的表达, 阻断凋亡通路抑制凋亡发生. 在胃癌细

胞中STAT1与NF-kB的关系及他们是否可通过

caspase 8调控凋亡并不清楚, 也未见相关文献报

道. 我们拟通过细胞生物学和分子病理学的方

法, 观察胃癌SGC7901细胞在IFN-g及不同浓度

STAT1反义寡核苷酸处理下, STAT1, NF-kB p65
及caspase 8在mRNA水平的变化, 研究3者间的

相关性以及可能存在的分子通路.

1  材料和方法

1.1 材料 SGC7901细胞系[14]由本实验室保存, 在
37℃ 50 mL/L CO2、饱和湿度条件下用含100 
mL/L小牛血清(Gibco)的RPMI1640(Gibco)培养

基培养, 细胞传代采用0.25 g/L的胰酶+0.02 g/L
的EDTA, 每3-5 d传代1次. IFN-γ购自Peprotech 
EC公司; TRIzol购自Invitrogen公司; RT-PCR试
剂盒(TaKaRa)购自大连宝生物工程有限公司; 
Tansfection转染试剂购自Tiangen公司; 反义寡

核苷酸及引物序列由赛百胜生物技术有限公司

合成. 使用Primer 5.0引物设计软件分别设计NF-
kB p65, STAT1, caspase 8和b-actin的上游和下游

引物(表1).
1.2 方法  (1)使用I F N-γ  1000 U[15]处理胃癌

SGC7901细胞, 实验分4组: 空白对照组, IFN-γ 

1000 U处理0.5, 3, 24 h; (2)STAT1ASON处理胃

癌SGC7901细胞24 h, STAT1反义寡核苷酸序列

为: 5'-CCACTGAGACATCCTGCCACC-3'[16], 全
程硫代修饰, 使用FAM标记, 在蓝色激发光下

发绿色荧光, 分5组: 空白对照组, IFN-γ 1000 U
处理组, STAT1ASON 200, 400, 600 nmol/L处理

组; (3)IFN-γ 1000 U联合STAT1ASON处理胃癌

SGC7901细胞24 h, 分5组: 空白对照组, IFN-γ 

1000 U处理组, IFN-γ 1000 U+STAT1ASON 200, 
400, 600 nmol/L处理组.
1.2.1 反义寡核苷酸的转染 转染前1 d, 胰酶消

■研发前沿
本文首次从理论
上提出了STAT1
和NF-κB是胃癌
细胞凋亡调控中
可能存在的分子
路 径 ,  并 首 次 提
出两者在胃癌凋
亡调控中存在交
汇 点 .  本 研 究 重
点阐述了胃癌细
胞系SGC7901中
STAT1, NF-κB和
caspase 8的关系, 
对胃癌细胞的凋
亡调控机制提供
了有价值的信息. 
尚需从人体组织
材料和临床病理
层面, 开展更为深
入的研究.
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化细胞并计数, 取(1-5)×105细胞传于6孔板, 在
无血清0.5 mL, 不含抗生素的RPMI1640培养基

中培养, 转染细胞密度约为1×106. 分别用50 μL
无血清培养基稀释STAT1ASON Transfection试
剂, 温和混匀, 室温放置5 min; 混合STAT1ASON
和Transfection试剂(两者比例为1∶2.5), 室温20 
min; 以每孔100 μL将混合物加入6孔板, 轻轻混

匀. CO2培养箱中37℃培养4-6 h后, 更换正常含

血清培养基培养至24 h.
1.2.2 RT-PCR及灰度分析 用TRIzol试剂从细胞

中提取总RNA, 样品纯度和浓度经核酸测定仪

测定, A 260/280在1.8-2.0之间. cDNA合成步骤如下: 
MgCl 2 μL, 10×RT Buffer 1 μL, dNTP混合液(各
10 mmol/L) 1 μL, RNase抑制剂0.25 μL, AMV逆

转录酶0.5 μL, Olig dT 0.5 μL, RNA 1 μL(≤500 
ng), RNase Free dH2O 3.75 μL, 总体积10 μL, 离
心后混匀, 42℃ 30 min, 99℃ 5 min, 5℃ 5 min. 
从上述反应体系中取2 μL, 加5×PCR Buffer 
4 μL, TaKaRa Taq酶(83.35 nkat/L) 0.1 μL, 50 
mmol/L上游、下游引物各0.5 μL, 灭菌蒸馏水

12.9 μL, 总体积为20 μL. 反应条件为: 95℃预变

性5 min后开始循环, 95℃变性30 s, 55℃退火30 
s, 72℃延伸45 s, 30个循环, 最后72℃延伸5 min, 
目的引物与b-actin用一管法进行PCR.PCR产物

经1.5 g/L的琼脂糖凝胶电泳检测, 使用Biostep 
Photoimpact软件分析各组目的基因与b-actin条
带的平均光密度值, 计算两者的比值, 进行相对

定量.
统计学处理 使用SPSS13.0统计软件, 通过

双样本成对t检验及Spearman等级相关分析各组

平均光密度值的比值, P <0.05有统计学意义.

2  结果

培养的SGC7901细胞贴壁生长, 在倒置显微镜下

观察细胞呈不规则多边形, 折光性较强, 透明度

大. 经STAT1ASON转染, 倒置荧光显微镜观察, 
使用FAM标记的STAT1ASON在蓝色激发光下

发绿色荧光(图1).
2.1 IFN-γ对胃癌细胞SGC7901的作用 IFN-γ 

1000 U处理SGC7901细胞0.5, 3, 24 h, STAT1和
NF-kB p65 mRNA水平的表达先下降后上升(图
2), 二者呈正相关关系(r  = 0.403, P  = 0.036, 表2).
2.2 STAT1ASON对胃癌SGC7901细胞的作用 
STAT1ASON处理胃癌SGC7901细胞24 h后, 随
STAT1ASON浓度的加大, STAT1的表达逐渐下

降(图3A). NF-kB p65的表达比空白对照组低, 随
着STAT1ASON浓度加大, NF-kB p65的表达呈

图   1   S T A T 1 A S O N  4 0 0  n m o l / L 转 染 的
SGC7901细胞. A: SGC7901细胞(×200); B: 

STAT1ASON转染后(×100).

■创新盘点
本研究分别和同
时 使 用 I F N - γ 及
不同浓度STAT1
反 义 寡 核 苷 酸
( S TAT 1 A S O N )
处 理 胃 癌 细 胞
( S G C 7 9 0 1 ) ,  应
用 RT- P C R 方 法
检测胃癌细胞中
S TAT 1 ,  N F - k B 
p65和caspase 8在
mRNA水平的变
化, 以探讨STAT1, 
NF-kB p65及二
者 与 凋 亡 因 子
caspase 8的相互
关系及可能存在
的 分 子 机 制 .  研
究发现, IFN-γ可
上 调 胃 癌 细 胞
S TAT 1 ,  N F - k B 
p65和caspase 8的
表达 ;  S TAT 1 和
NF-kB p65呈负
相关; caspase 8与
STAT1呈负相关, 
与NF-kB p65呈正
相关. 上述结果未
见相关文献报道.

表  1  引物序列及产物长度

      
名称	                                     正义	                                                       反义	                         产物长度

β-actin             5'-TGCTGTCCCTCTACGCCTCT-3'        5'-GCTTCTCCTTGATGTCGC-3'            234 bp

STAT1              5'-CATGCGGTTGAACCCTACA-3'         5'-TTCTACAGAGCCCACTATCC-3'       342 bp

NF-kB p65      5'-GGGGACTACGACCTGAATG-3'        5'-GGGCACGATTGTCAAAGAT-3'        475 bp

caspase 8         5'-AAGAGGAAATCTCCAAATGC-3'      5'-TCAAAGGTCGTGGTCAAAGC-3'      356 bp

A B

表  2  STAT1和NF-kB p65各组间差异成对t 检验(P 值)

      
                       空白对照       0.5 h              3 h             24 h

STAT1

    空白对照                    <0.0001b     0.0030b      0.0100b

    0.5 h			          <0.0001b      0.0030b

    3 h                                                                   0.0100b

NF-κB p65

    空白对照                    <0.0001b   <0.0001b   <0.0001b

    0.5 h                                            <0.0006b     0.0001b

    3 h                                                                   0.0001b

bP<0.01.
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现逐渐升高的趋势(图3B). 二者呈负相关关系(r  
= -0.556, P  = 0.019); caspase 8与STAT1, NF-kB 
p65无显著相关性(图3C, 表3). 
2 .3 I F N-g联合S TAT1A S O N对胃癌细胞株

SGC7901的作用 IFN-g 1000 U处理SGC7901细

胞后, STAT1, NF-kB p65和caspase 8的表达升高, 
使用IFN-g 1000 U的同时, 使用STAT1ASON在

200 nmol/L时, STAT1的表达比单独IFN-g 1000 
U作用时要高, NF-kB p65表达略有降低, 但随

着STAT1ASON浓度的加大, STAT1的表达逐渐

M            1             2              3             4 M            1             2             3           4
bp

1200
900
700
500

300

100

A B

STAT1
NF-kB p65

0.7

0.6

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

0
normal         0.5 h           3 h           24 h

C

图  2  不同时间点IFN-γ 1000 U刺激SGC7901细胞. A: STAT1; B: NF-κB p65; 1: 空白对照组24 h; 2-4: IFN-g 0.5, 3, 24 h.

图  3  STAT1ASON处理SGC7901细胞RT-PCR结果. A: STAT1; B: NF-κB p65; C: caspase 8; 1: 空白对照组; 2: IFN-g 1000 U处

理组; 3-5: STAT1ASON 200, 400, 600 nmonl/L.

M           1          2           3         4          5 M         1            2          3           4          5

bp
1200
900
700
500

300

100

A B

1

0.8

0.6

0.4

0.2

0

C M           1          2            3           4           5bp
1200

900

700

500

300

100

STAT1
NF-kB p65
caspase 8

normal IFN-γ 
1000 IU

STAT1ASON
200

STAT1ASON
400

STAT1ASON
600

D

■应用要点
本文通过分子病
理学的方法, 探寻
NF-κB和STAT1
在胃癌细胞凋亡
调 控 中 的 作 用 , 
发现在mRNA水
平, IFN-g能促进
STAT1, NF-κB和
caspase 8的表达; 
STAT1和NF-κB
在mRNA及蛋白
水平呈负相关;并
指出了二者与凋
亡因子caspase 8
之间存在一定的
关系, 可望为胃癌
个体化治疗提供
新的思路和干预
靶点.
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下降, NF-kB p65表达逐渐增强, 而caspase 8的
表达始终高于空白对照组(图4). 统计学分析显

示STAT1与NF-kB p65呈负相关关系(r  = -0.775, 
P  = 0.002); STAT1与caspase 8呈负相关关系(r  = 
-0.769, P  = 0.002); NF-kB p65与caspase 8呈正相

关关系(r  = 0.594, P  = 0.021, 表4).

3  讨论

STAT1和NF-kB是分布和作用均十分广泛的转

录调节因子, 在机体免疫应答、炎症反应等多

种生理、病理过程中发挥重要作用, 并控制着

大量基因的转录, 涉及到细胞的生长分化、凋

亡的调节、肿瘤转归、细胞因子产生等, 在受

到多种刺激因素的激活后他们能入核内发挥其

转录调节因子的功能[17]. STAT1是信号转导子

和转录活化子家族中的重要成员. 许多肿瘤中

STAT1高表达, 他是肿瘤血管发生、生长和转移

的负性调节因子, 被认为是潜在的肿瘤抑制因

子, 现多认为其可促进肿瘤细胞凋亡[18]. 研究表

明, STAT1在IFN-g诱导的凋亡中起重要作用, 他
的活化能上调促凋亡分子的表达, 包括IL-1b转

换酶, caspase 8和Fas/Fas受体等[19-22]. 然而, 几项

研究都表明尽管STAT1活化, 肿瘤细胞仍会对

IFN-g产生抵抗[23], 对IFN-g耐受的分子间作用机

制并不清楚. Zhou et al [24]发现, IFN-g对细胞的生

长和生存有双重作用, 这两种作用是相反的, 这
种生物学现象可能取决于IFN-g诱导的多条通路

间的平衡. 事实上, IFN-g能同时启动JAK/STAT介
导的凋亡途径和钙激活的NF-kB抗凋亡途径[6].

N F - k B是B细胞核提取物中一种能与

图  4  STAT1ASON联合IFN-g处理SGC7901细胞. A: STAT1; B: NF-κB p65; C: caspase 8; 1: 空白对照组; 2: IFN-g 1000 U处理

组; 3-5: IFN-g 1000 U联合STAT1ASON 200, 400, 600 nmol/L.

表  3  各组间差异成对t 检验结果(P 值)

      
                       空白

                       对照

STAT1

    空白对照            <0.0001b   0.1300   0.0600   0.0020b

    1000                                    0.0040b  0.0010b  0.0002b

    200                                                    0.0040b  0.0060b

    400                                                                  0.0100b

NF-κB p65

    空白对照              0.0100b   0.0100b  0.0200a  0.0300a

    1000                                    0.0100b  0.0200a  0.0200a

    200                                                    0.0020b  0.0020b

    400                                                                  0.0500a

caspase 8

    空白对照              0.0700    0.0900   0.3600   0.0700

    1000                                    0.0030b<0.0001b 0.0030b

    200                                                    0.0002b  0.0020b

    400                                                                  0.0001b

aP<0.05, bP<0.01.
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■名词解释
1  信 号 转 导 子
和 转 录 活 化 子
(STAT1): 参与调
节细胞内的许多
正 常 功 能 活 动 , 
如: 分化、增殖、

生存、凋亡和血
管发生等. 
2 核因子-κB(NF-
κB): 在机体免疫
应答、炎症反应
等多种生理、病
理过程中发挥重
要作用, 并控制着
大量基因的转录,
涉及到细胞的生
长分化、凋亡的
调节、细胞因子
产生、肿瘤转归
等.
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免疫球蛋白 k 轻链基因的增强子 k B 序列

(GGGACTTTCC)特异结合的核蛋白因子, 在
哺乳动物细胞中共有5种NF-kB/Rel家族成员, 
他们是c-Rel, NF-kB1(p50/p105), NF-kB2(p52/
p100), RelA(p65), RelB. 通常情况下, NF-kB与本

家族成员结合成同源或异源二聚体存在于胞质

中, 最常见的形式是RelA(p65)/p50异源二聚体. 
在无信号刺激时, NF-kB与IkB在胞质中结合成

复合物, 阻止其转位进入细胞核内发挥激活功

能. 他可以被细菌、病毒、免疫刺激和炎症细

胞因子及可破坏细胞的很多物质所激活. 他的

活化与肿瘤的侵袭、临床病理特征诸如: 淋巴

转移, 浸润深度, 腹膜转移及肿瘤大小等相关联
[9], 并与凋亡密切相关. 肿瘤细胞中高表达活化

的NF-kB可以上调FLIP(Fas相关死亡区域蛋白

样白介素1b转化酶抑制蛋白)的表达, FLIP是一

种阻遏蛋白, 他主要通过抑制Fas/FasL-FADD-
caspase 8通路活化而发挥抗凋亡作用. FLIP自
身结构和caspase 8酶原、FADD相似, 含有DD
区域, 但是缺乏关键的催化基元, 故其可以竞争

性结合FADD, 阻止后者和caspase 8酶原结合形

成死亡诱导信号复合物(DISC), 抑制caspase 8
酶原的激活, 从而阻止caspases家族中效应因子

caspase 3, 6, 7的活化, 阻断凋亡过程[25]. 在胃癌

细胞中也存在此种机制[26-27]. FLIP的基因编码

序列中存在kB位点故NF-kB活化可以上调FLIP
的表达, 使肿瘤细胞逃脱FAS介导的凋亡. 我们

发现, 在IFN-g的作用下, STAT1和NF-kB p65在
mRNA水平表达均上调, 这与Beppu et al报道的

结果是一致的, 他们发现在24, 48, 72 h STAT1的
表达与IFN-g作用呈时间依赖性, 但在0.5, 3, 24 
h我们观察到STAT1, NF-kB p65在mRNA水平

的变化是先下降后上升的, 未见相关文献报道. 
使用STAT1ASON抑制STAT1表达, 发现STAT1 
mRNA水平表达降低后, NF-kB p65 mRNA水平

表达也降低, 但随着STAT1反义寡核苷酸浓度的

加大, NF-kB p65表达逐渐增强, 呈负相关关系, 
与Wang et al [28]在蛋白水平的研究结果一致. 当
IFN-g联合STAT1ASON作用时, STAT1和NF-kB 
p65也呈负相关关系.

Caspase 8是caspase家族中的重要成员之

一, 在细胞凋亡及增殖中起重要作用. caspase 8
基因与c-FLIP(cellular FLICE inhibitor protein)
基因、caspase 10基因共同位于染色体2q33-34, 
由于mRNA的差异剪接, caspase 8至少存在8种
不同的异构体, 他们在凋亡中起着不同的作用. 

在正常条件下, caspase 8可能参与增殖, 且存

在非凋亡信号转导功能. 最近研究发现caspase 
8, caspase 10和c-FLIP能够利用2个完整的死

亡效应域(DED)介导NF-kB活化. 蛋白酶活性

丧失的caspase 8、野生型caspase 8以及只含前

结构域的caspase 8均有这一特性, 他们可能通

过RIP(receptor interacting protein), NIK(NF-kB 
inducing kinase)和IKKa (IkB kinasea)导致NF-
kB活化. IFN-g 1000 U处理细胞后, caspase 8表
达显著升高; 单独使用STAT1ASON时, 在mRNA
水平caspase 8与STAT1, NF-kB p65无显著相关

性, 但在STAT1ASON联合IFN-g处理细胞时, 与
STAT1负相关, 与NF-kB p65正相关, 这与Chin 
et al [19]及Wang et al [13]在蛋白水平的报道是一

致的. 因caspase 8自身结构和作用机制较复杂, 
SGC7901细胞中STAT1, NF-kB与caspase 8的关

系仍有待进一步研究.
本项研究结果显示, 在胃癌SGC7901细胞

中, IFN-g 1000 U能上调STAT1, NF-kB p65及
caspase 8的表达, 在mRNA水平上STAT1和NF-
kB p65呈负相关, caspase 8与STAT1负相关, 与
NF-kB p65正相关. 
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