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摘要：目的　探究唾液酸结合性免疫球蛋白样凝集素－１５（Ｓｉｇｌｅｃ－１５）是否通过
调节信号传导与转录激活因子１／３（ＳＴＡＴ１／ＳＴＡＴ３）通路促进肝细胞癌的增殖和
迁移。方法　将ＳＭＭＣ－７７２１细胞分为 Ｓ－ＮＣ组（ＮＣｓｉＲＮＡ转染至 ＳＭＭＣ－
７７２１细胞）和Ｓ－ｓｉ－Ｓｉｇｌｅｃ－１５－３组（Ｓｉｇｌｅｃ－１５－３ｓｉＲＮＡ转染至 ＳＭＭＣ－
７７２１细胞），将ＢＥＬ－７４０２细胞分为Ｂ－ＮＣ组（ＮＣｓｉＲＮＡ转染至ＢＥＬ－７４０２细
胞）和Ｂ－ｓｉ－Ｓｉｇｌｅｃ－１５－３组（Ｓｉｇｌｅｃ－１５－３ｓｉＲＮＡ转染至ＢＥＬ－７４０２细胞）。
用噻唑蓝（ＭＴＴ）法检测细胞的增殖能力；用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室和划痕试验检测细胞
的纵向和横向迁移能力；用蛋白质印迹法检测细胞中 ＳＴＡＴ３、磷酸化 ＳＴＡＴ３
（ｐ－ＳＴＡＴ３）、ＳＴＡＴ１、磷酸化ＳＴＡＴ１（ｐ－ＳＴＡＴ１）、Ｓｉｇｌｅｃ－１５蛋白相对表达水平。
结果　Ｓ－ＮＣ组、Ｓ－ｓｉ－Ｓｉｇｌｅｃ－１５－３组、Ｂ－ＮＣ组、Ｂ－ｓｉ－Ｓｉｇｌｅｃ－１５－３组在
２４ｈ时的细胞活力值分别为０９３±００１、０８７±００３、０９６±００３、０８３±００２；细
胞纵向迁移率分别为１００００％、３６４０％、１００００％、５２２０％；２４ｈ的细胞划痕愈
合率分别为（０７６±００２）％、（０５３±００２）％、（０４４±００２）％、（０３６±００３）％；
ＳＴＡＴ３蛋白相对表达水平分别为１１１±００５、０６６±００５、１０７±０１４、０４９±００４；
ｐ－ＳＴＡＴ３蛋白相对表达水平分别为１０７±００４、０１６±００６、０７８±００５、０３２±００３；
ＳＴＡＴ１蛋白相对表达水平分别为１３２±００４、０７１±００４、０９１±００３、０６１±００４；
ｐ－ＳＴＡＴ１蛋白的表达水平分别为０９９±００４、０２９±００５、０６７±００４、０２０±００６；
Ｓｉｇｌｅｃ－１５蛋白相对表达水平分别为１５１±００４、０９３±００５、０７３±００２、０１２±００１。
Ｓ－ｓｉ－Ｓｉｇｌｅｃ－１５－３组与Ｓ－ＮＣ组比较，在统计学上差异均有统计学意义
（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）；Ｂ－ｓｉ－Ｓｉｇｌｅｃ－１５－３组与Ｂ－ＮＣ组比较，在统
计学上差异均有统计学意义（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）。结论　Ｓｉｇｌｅｃ－１５
通过ＳＴＡＴ１／ＳＴＡＴ３通路促进肝癌细胞的增殖、迁移能力。
关键词：唾液酸结合性免疫球蛋白样凝集素－１５；信号传导与转录激活因子１／３
通路；肝癌；增殖；迁移
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｓａｌｉｖａｒｙａｃｉｄ－ｂｉｎｄｉｎｇｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ－ｌｉｋｅａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ－１５；ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ１／３ｐａｔｈｗａｙ；ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ；ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；ｍｉｇｒａｔｉｏｎ

　　肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）是一种
高度致命的恶性肿瘤［１］。尽管程序性死亡受体１／程
序性死亡受体－配体１（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｄｅａｔｈｒｅｃｅｐｔｏｒ１／
ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｄｅａｔｈｒｅｃｅｐｔｏｒ－ｌｉｇａｎｄ１，ＰＤ－１／ＰＤ－Ｌ１）
及细胞毒性Ｔ淋巴细胞相关蛋白４（ｃｙｔｏｔｏｘｉｃＴ－ｌｙｍ
ｐｈｏｃｙｔｅ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ４，ＣＴＬＡ－４）等相关免疫检
查点抑制药已在ＨＣＣ患者的治疗中显示出了明显的
优势，但客观反应率仍较低［２］。因此急需寻找新的免

疫抑制靶点来弥补此不足。唾液酸结合性免疫球蛋白

样凝集素－１５（ｓａｌｉｖａｒｙａｃｉｄ－ｂｉｎｄｉｎｇｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ－
ｌｉｋｅａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ－１５，Ｓｉｇｌｅｃ－１５）和信号传导与转录激
活因子１／３（ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
１／３，ＳＴＡＴ１／ＳＴＡＴ３）是新发现的与肿瘤免疫逃逸相关
的蛋白［３］，且在细胞免疫应答和肿瘤发生发展中都起

着关键作用［４］。本文旨在研究 Ｓｉｇｌｅｃ－１５通过调控
ＳＴＡＴ１／ＳＴＡＴ３通路对ＨＣＣ的影响。

材料与方法

１　材料
细胞　人正常肝细胞株 Ｌ０２，人肝癌细胞株

ＳＭＭＣ－７７２１、ＢＥＬ－７４０２、Ｈｕｈ７，均购自湖南丰晖生
物科技有限公司。

试剂　ｓｉ－Ｓｉｇｌｅｃ－１５－１（干扰序列：ＧＡＧＣＴＡＣ
ＣＴＣＣＡＧＡＴＡＴＴＴＡ），批号：ＳＴＢ００１７０６００１，规格：每瓶
５ｎｍｏｌ，ｓｉ－Ｓｉｇｌｅｃ－１５－２（干扰序列：ＡＧＧＡＡＴＡ

ＡＡＧＴＴＧＧＣＴＡＴＡＴＴ），批号：ＳＴＢ００１７０６００２，规格：每
瓶５ｎｍｏｌ，ｓｉ－Ｓｉｇｌｅｃ－１５－３（干扰序列：ＧＣＣＴＡＡＧ
ＧＡＴＴＣＡＡＧＣＣＡＴＧＧＣ），批号：ＳＴＢ００１７０６００３，规格：
每瓶５ｎｍｏｌ，均由广州锐博公司设计合成。ＳＴＡＴ１、
ＳＴＡＴ３、磷酸化 ＳＴＡＴ１（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ－ＳＴＡＴ１，ｐ－
ＳＴＡＴ１）、ｐ－ＳＴＡＴ３抗体，均购自华安生物公司；甘油
醛 －３－磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ－３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）内参引物，批号：Ｂ６６１１０４，规
格：每瓶１００μＬ，购自上海 Ｓａｎｇｏｎ公司；小干扰 ＲＮＡ
（ＳｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ）和 ｒｉｂｏＦＥＣＴＴＭＣＰ转染
试剂，均购自广州锐博公司；实时荧光定量聚合酶链

反应（ｒｅａｌ－ｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ｑＲＴ－ＰＣＲ）ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ，购自美国
ＭＣＥ公司；总ＲＮＡ提取试剂盒，购自南京诺唯赞生物
科技股份有限公司；噻唑蓝（ｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉ
ｕｍ，ＭＴＴ）试剂盒，购自北京索莱宝公司；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小
室，购自美国Ｃｏｒｎｉｎｇ公司。

仪器　Ｍｉｎｉ－ＰＲＯＴＥＡＮＴｅｔｒａＳｙｓｔｅｍｓ电泳仪、
ＭｉｎｉＴｒａｎｓ－Ｂｌｏｔ蛋白转印仪，均为美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ公
司产品；Ｔａｎｏｎ５２００ｍｕｌｔｉ凝胶成像仪，上海天能公司
产品；ＶＩＣＴＯＲＸ３酶标仪，美国 ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ公司产
品；ＤＭＩ４０００Ｂ荧光显微镜，美国Ｌｅｉｃａ公司产品。
２　实验方法
２１　细胞培养、分组与处置方法

使用含有１０％胎牛血清和１％青链霉素双抗的
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ＤＭＥＭ培养基作为完全培养基对 Ｌ０２、ＳＭＭＣ－７７２１、
ＢＥＬ－７４０２、Ｈｕｈ７细胞进行培养，细胞的培养条件：
３７℃、５％ＣＯ２。

观察Ｓｉｇｌｅｃ－１５在４种细胞中的表达水平。将ＮＣ
ｓｉＲＮＡ分别转染至 ＳＭＭＣ－７７２１、ＢＥＬ－７４０２细胞，构
建为空载体组，将３种不同的Ｓｉｇｌｅｃ－１５ｓｉＲＮＡ分别转
染至ＳＭＭＣ－７７２１、ＢＥＬ－７４０２细胞，构建敲低表达组，
即ＳＭＭＣ－７７２１细胞分组为Ｓ－ＮＣ组、Ｓ－ｓｉ－Ｓｉｇｌｅｃ－
１５－１组、Ｓ－ｓｉ－Ｓｉｇｌｅｃ－１５－２组、Ｓ－ｓｉ－Ｓｉｇｌｅｃ－１５－３
组，ＢＥＬ－７４０２细胞分组为：Ｂ－ＮＣ组、Ｂ－ｓｉ－Ｓｉｇｌｅｃ－
１５－１组、Ｂ－ｓｉ－Ｓｉｇｌｅｃ－１５－２组、Ｂ－ｓｉ－Ｓｉｇｌｅｃ－１５－３
组。根据结果筛选出干扰效率最佳的 Ｓｉｇｌｅｃ－１５－３
ｓｉＲＮＡ。将ＮＣｓｉＲＮＡ及干扰效率最佳的Ｓｉｇｌｅｃ－１５－３
ｓｉＲＮＡ分别转染至 ＳＭＭＣ－７７２１、ＢＥＬ－７４０２细胞中
完成后续实验，ＳＭＭＣ－７７２１细胞分为空载体组
（Ｓ－ＮＣ组）与Ｓｉｇｌｅｃ－１５－３敲低表达组（Ｓ－ｓｉ－Ｓｉｇｌｅｃ－
１５－３组），ＢＥＬ－７４０２细胞分为空载体组（Ｂ－ＮＣ组）与
Ｓｉｇｌｅｃ－１５－３敲低表达组（Ｂ－ｓｉ－Ｓｉｇｌｅｃ－１５－３组）。
２２　ｑＲＴ－ＰＣＲ法检测ＲＮＡ相对表达水平［５］

提取ＳＭＭＣ－７７２１、ＢＥＬ－７４０２细胞的总ＲＮＡ逆
转录为ｃＤＮＡ，ｑＲＴ－ＰＣＲ检测目的基因的相对表达
水平。ｑＲＴ－ＰＣＲ反应体系：ｃＤＮＡ按照１∶４稀释后
取５μＬ，２×ＳＹＢＲ预混合物 １０μＬ，无 ＲＮＡ酶水
５μＬ，正、反向引物各０４μＬ。扩增实验条件：９５℃
５ｍｉｎ，９５℃ ２０ｓ，６０℃ ４０ｓ，扩增４０个循环。
２３　蛋白质印迹法检测蛋白相对表达水平［６］

已测浓度的目的蛋白在８０Ｖ、６０ｍｉｎ条件下电
泳，１００Ｖ、１００ｍｉｎ条件下电转。５％脱脂牛奶封闭
１ｈ；分别孵育对应目标一抗４℃冰箱过夜；兔二抗稀
释后室温孵育１ｈ，最后发光并拍摄。
２４　ＭＴＴ检测细胞增殖能力［６］

取对数生长期的 ＳＭＭＣ－７７２１、ＢＥＬ－７４０２细胞
接种于９６孔板上，每组设６个复孔，每孔１００μＬ，每
孔５０００个 细 胞；按 照 实 验 时 间 点 转 染 ＮＣ、
ｓｉ－Ｓｉｇｌｅｃ－１５后继续培养。培养结束按照 ＭＴＴ试剂
进行处理，最后在酶标仪４９０ｎｍ处测量各孔的光密
度值。

２５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测细胞纵向迁移能力［６］

在Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室上室分别加入 ＳＭＭＣ－７７２１和
ＢＥＬ－７４０２细胞至含１％ ＦＢＳ的完全培养基中，细胞
数为３×１０３个，下室加入１０％ＦＢＳ培养基１ｍＬ，培养
４８ｈ后取出小室，吸出孔中培养液，ＰＢＳ洗２遍，４％多
聚甲醛固定３０ｍｉｎ，结晶紫染色２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３遍，
室温晾干，将小室底部进行显微镜拍摄并计细胞数。

２６　划痕实验检测细胞横向迁移能力［５］

将处于对数生长期的ＳＭＭＣ－７７２１及Ｂｅｌ－７４０２
细胞制成悬液，并计数，接种于 ６孔板，每孔接种约
５×１０５个细胞；第２天用２００μＬ枪头垂直于细胞表面
划痕；用ＰＢＳ洗细胞３次，加入无血清培养基，根据实
验目的进行试剂处理，放入温箱培养，在０、２４、４８ｈ用
倒置显微镜观察特定位置细胞迁移情况并拍照。

３　统计学处理
用ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ８０软件进行统计分析。计量

资料以 珋ｘ±ｓ表示，２组间比较用成组ｔ检验。

结　　果

１　Ｓｉｇｌｅｃ－１５在Ｌ０２细胞以及ＨＣＣ细胞株ＳＭＭＣ－
７７２１、ＢＥＬ－７４０２、Ｈｕｈ７细胞系中的相对表达水平

肝癌细胞株 ＳＭＭＣ－７７２１、ＢＥＬ－７４０２、Ｈｕｈ７及
正常细胞株Ｌ０２中Ｓｉｇｌｅｃ－１５ｍＲＮＡ相对表达水平分
别为 １２２±０１２、１１０±００５、１３８±００６、
１００±０００；Ｓｉｇｌｅｃ－１５蛋白相对表达水平分别为
２５５±００７、１９２±００８、４４２±０３６、１００±０００。
ＨＣＣ细胞株ＳＭＭＣ－７７２１、ＢＥＬ－７４０２与正常肝细胞
株比较，Ｓｉｇｌｅｃ－１５ｍＲＮＡ以及蛋白的相对表达水平
均显著升高（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）。故最终选择 ＨＣＣ
细胞株ＳＭＭＣ－７７２１、ＢＥＬ－７４０２完成后续实验。
２　ＨＣＣ细胞干扰效率检测

如表１所示：Ｓ－ｓｉ－Ｓｉｇｌｅｃ－１５－３组与Ｓ－ＮＣ组比
　　
表１　各组细胞中Ｓｉｇｌｅｃ－１５ｍＲＮＡ以及蛋白相对表达水平的
比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝４）
Ｔａｂｌｅ１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＳｉｇｌｅｃ－１５ｍＲＮＡａｓｗｅｌｌａｓｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎｃｅｌｌｓｏｆｖａｒｉｏｕｓｇｒｏｕｐｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝４）

Ｇｒｏｕｐ Ｓｉｇｌｅｃ－１５ｍＲＮＡ Ｓｉｇｌｅｃ－１５ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｓ－ＮＣ １１８±０２５ １４０±００５
Ｓ－ｓｉ－Ｓｉｇｌｅｃ－１５－１ １６８±０１５ ０６５±００４
Ｓ－ｓｉ－Ｓｉｇｌｅｃ－１５－２ １５８±０２４ ０８９±００４

Ｓ－ｓｉ－Ｓｉｇｌｅｃ－１５－３ ０３９±０１３ ０３１±００４
Ｂ－ＮＣ １０６±００９＃＃＃ ２０５±００７＃＃＃

Ｂ－ｓｉ－Ｓｉｇｌｅｃ－１５－１ １０９±００９＃ ０７２±００２＃

Ｂ－ｓｉ－Ｓｉｇｌｅｃ－１５－２ ０７７±０１０＃＃ ０７８±００２＃＃

Ｂ－ｓｉ－Ｓｉｇｌｅｃ－１５－３ ０４７±００２ ０４１±００１

Ｓｉｇｌｅｃ－１５：Ｓａｌｉｖａｒｙａｃｉｄ－ｂｉｎｄｉｎｇｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ－ｌｉｋｅａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ１５；

Ｓ－ＮＣｇｒｏｕｐ：ＮＣｓｉＲＮＡｗａｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏＳＭＭＣ－７７２１ｃｅｌｌ；Ｓ－ｓｉ－

Ｓｉｇｌｅｃ－１５－１，－２，－３ｇｒｏｕｐｓ：Ｓｉｇｌｅｃ－１５ｓｉＲＮＡ－１，Ｓｉｇｌｅｃ－１５

ｓｉＲＮＡ－２，Ｓｉｇｌｅｃ－１５ｓｉＲＮＡ－３ｗａｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏＳＭＭＣ－７７２１ｃｅｌｌ，

ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；Ｂ－ＮＣｇｒｏｕｐ：ＮＣｓｉＲＮＡｗａｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏＢＥＬ－７４０２

ｃｅｌｌ；Ｂ－ｓｉ－Ｓｉｇｌｅｃ－１５－１，－２，－３ｇｒｏｕｐｓ：Ｓｉｇｌｅｃ－１５ｓｉＲＮＡ－１，

Ｓｉｇｌｅｃ－１５ｓｉＲＮＡ－２，Ｓｉｇｌｅｃ－１５ｓｉＲＮＡ－３ｗａｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏ

ＢＥＬ－７４０２ｃｅｌｌ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＳ－ｓｉ－Ｓｉｇｌｅｃ－１５－３，
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＢ－ｓｉ－Ｓｉｇｌｅｃ－１５－３，
＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１



ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ 　３５３　　

Ｖｏｌ４１Ｎｏ３Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４２５）

表２　各组细胞不同时间点的活力值的比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）
Ｔａｂｌｅ２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｖｉａｂｉｌｉｔｙｖａｌｕｅｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓｆｏｒｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｆｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

Ｇｒｏｕｐ ０ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ ９６ｈ

Ｓ－ＮＣ １００±０００ ０９３±００１ ０８５±００２ ０８１±００２ ０７５±００１
Ｓ－ｓｉ－Ｓｉｇｌｅｃ－１５－３ １００±０００ ０８７±００３ ０７８±００２ ０６６±００２ ０５５±００１
Ｂ－ＮＣ １００±０００ ０９６±００３ ０８９±００１ ０８２±００１ ０７５±００３
Ｂ－ｓｉ－Ｓｉｇｌｅｃ－１５－３ １００±０００ ０８３±００２＃ ０７７±００１＃＃＃ ０６４±００２＃＃＃ ０５２±００２＃

ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＳ－ＮＣｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＢ－ＮＣｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５，＃＃＃Ｐ＜０００１

较，Ｂ－ｓｉ－Ｓｉｇｌｅｃ－１５－３组与 Ｂ－ＮＣ组比较，
Ｓｉｇｌｅｃ－１５ｍＲＮＡ和蛋白相对表达水平均显著降低
（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１），干扰效率最佳，因此
选取ｓｉ－Ｓｉｇｌｅｃ－１５－３组中的 Ｓｉｇｌｅｃ－１５－３ｓｉＲＮＡ
开展后续研究。

３　敲低Ｓｉｇｌｅｃ－１５后抑制ＨＣＣ细胞生长
Ｓ－ｓｉ－Ｓｉｇｌｅｃ－１５－３组２４、４８、７２、９６ｈ的细胞

活力值均显著低于 Ｓ－ＮＣ组（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）；
Ｂ－ｓｉ－Ｓｉｇｌｅｃ－１５－３组２４、４８、７２、９６ｈ的细胞活力值
均显著低于Ｂ－ＮＣ组（Ｐ＜００５，Ｐ＜０００１），见表２。
４　敲低Ｓｉｇｌｅｃ－１５后降低ＨＣＣ细胞的迁移水平

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ结果显示：Ｓ－ＮＣ组、Ｓ－ｓｉ－Ｓｉｇｌｅｃ－１５－３
　　

图 １　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测 ｓｉ－Ｓｉｇｌｅｃ－１５－３转染 ＳＭＭＣ－
７７２１、ＢＥＬ－７４０２后的细胞纵向迁移能力（×２００）
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌａｓｓａｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｖｅｒｔｉｃａｌｍｉｇｒａ
ｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＳＭＭＣ－７７２１ａｎｄＢＥＬ－７４０２ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ
ｓｉ－Ｓｉｇｌｅｃ－１５－３（×２００）

组、Ｂ－ＮＣ组、Ｂ－ｓｉ－Ｓｉｇｌｅｃ－１５－３组的细胞纵向迁
移率分别为 １００００％、３６４０％、１００００％、５２２０％。
Ｓ－ｓｉ－Ｓｉｇｌｅｃ－１５－３组与 Ｓ－ＮＣ组比较，Ｂ－ｓｉ－
Ｓｉｇｌｅｃ－１５－３组与Ｂ－ＮＣ组比较，纵向迁移能力均显
著降低（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１），见图１。

划痕实验结果显示：Ｓ－ｓｉ－Ｓｉｇｌｅｃ－１５－３组与
Ｓ－ＮＣ组比较，Ｂ－ｓｉ－Ｓｉｇｌｅｃ－１５－３组与 Ｂ－ＮＣ组
比较，横向迁移能力均显著降低（均 Ｐ＜００１），见
表３。
５　敲低 Ｓｉｇｌｅｃ－１５抑制 ＳＴＡＴ１／ＳＴＡＴ３信号通路
激活

生物信息学分析结果发现 Ｓｉｇｌｅｃ－１５和 ＳＴＡＴ１／
ＳＴＡＴ３之间具有相互作用，可能存在上下游的调节关
系（ｈｔｔｐ：／／ｍｉｒｗａｌｋｕｍｍｕｎｉ－ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇｄｅ／）。如表
４所示，Ｓ－ｓｉ－Ｓｉｇｌｅｃ－１５－３组与 Ｓ－ＮＣ组比较，
Ｂ－ｓｉ－Ｓｉｇｌｅｃ－１５－３组与 Ｂ－ＮＣ组比较，ＳＴＡＴ３、
ｐ－ＳＴＡＴ３、ＳＴＡＴ１、ｐ－ＳＴＡＴ１、Ｓｉｇｌｅｃ－１５蛋白的相对
表达 水 平 均 显 著 降 低 （Ｐ ＜００５，Ｐ＜００１，
Ｐ＜０００１），见表４。

表３　各组细胞不同时间点的划痕愈合率的比较（珋ｘ±ｓ，％，ｎ＝５）
Ｔａｂｌｅ３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＳｃｒａｔｃｈｈｅａｌｉｎｇｒａｔｅａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅ
ｐｏｉｎｔｓｆｏｒｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｆｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ，％，ｎ＝５）

Ｇｒｏｕｐ ２４ｈ ４８ｈ

Ｓ－ＮＣ ０７６±００２ ０８７±００１
Ｓ－ｓｉ－Ｓｉｇｌｅｃ－１５－３ ０５３±００２ ０６５±００１

Ｂ－ＮＣ ０４４±００２ ０５５±００１
Ｂ－ｓｉ－Ｓｉｇｌｅｃ－１５－３ ０３６±００３＃＃ ０４３±００２＃

ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＳ－ＮＣｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＢ－ＮＣｇｒｏｕｐ，
＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１

表４　各组细胞中相关蛋白相对表达水平的比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝４）
Ｔａｂｌｅ４　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎｃｅｌｌｓｏｆｖａｒｉｏｕｓｇｒｏｕｐｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝４）

Ｇｒｏｕｐ ＳＴＡＴ３ ｐ－ＳＴＡＴ３ ＳＴＡＴ１ ｐ－ＳＴＡＴ１ Ｓｉｇｌｅｃ－１５

Ｓ－ＮＣ １１１±００５ １０７±００４ １３２±００４ ０９９±００４ １５１±００４
Ｓ－ｓｉ－Ｓｉｇｌｅｃ－１５－３ ０６６±００５ ０１６±００６ ０７１±００４ ０２９±００５ ０９３±００５
Ｂ－ＮＣ １０７±０１４ ０７８±００５ ０９１±００３ ０６７±００４ ０７３±００２
Ｂ－ｓｉ－Ｓｉｇｌｅｃ－１５－３ ０４９±００４＃＃ ０３２±００３＃ ０６１±００４＃＃ ０２０±００６＃ ０１２±００１＃＃＃

ＳＴＡＴ３：Ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ３；ｐ－ＳＴＡＴ３：Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ－ＳＴＡＴ３；ＳＴＡＴ１：Ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ１；

ｐ－ＳＴＡＴ１：Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ－ＳＴＡＴ１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＳ－ＮＣｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＢ－ＮＣｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５，
＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１



３５４　　 中 国 临 床 药 理 学 杂 志　
第４１卷　第３期　２０２５年２月（总第４２５期）　　　　

讨　　论

近年来，免疫疗法已逐渐成为治疗肝癌不可缺少

的方法［７］。虽然ＰＤ－１／ＰＤ－Ｌ１和 ＣＴＬＡ－４等相关
抗体药物已应用于临床治疗，且显示出了明显的优

势，但因患者个体化差异较大的缘故，其总体疗效仍

然不令人满意［８］。

Ｓｉｇｌｅｃ－１５是唾液酸结合性免疫球蛋白样凝集素
（ｓｉａｌｉｃａｃｉｄ－ｂｉｎｄｉｎｇｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ－ｌｉｋｅｌｅｃｔｉｎ，
Ｓｉｇｌｅｃ）家族成员之一，其在肿瘤免疫治疗中是一个有
吸引力的靶点［９］。Ｓｉｇｌｅｃ－１５已被证实在多种癌症中
高度表达，如结肠癌、甲状腺癌、肺癌、肾癌和膀胱癌

等［１０］，但在 ＨＣＣ中的研究却较少。本课题组通过
ｑＲＴ－ＰＣＲ、蛋白质印迹法等方法证明了 Ｓｉｇｌｅｃ－１５
在ＨＣＣ中也是高表达的，又用 ＭＴＴ、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ和划痕
等实验发现敲低 Ｓｉｇｌｅｃ－１５后，ＳＭＭＣ－７７２１、ＢＥＬ－
７４０２肝癌细胞的增殖及迁移能力均明显低于 ＮＣ组，
这提示Ｓｉｇｌｅｃ－１５可能是ＨＣＣ中新的免疫检查点。

ＳＴＡＴ１／ＳＴＡＴ３是Ｊａｎｕｓ激酶／信号传导与转录激
活因子（Ｊａｎｕｓｋｉｎａｓｅ／ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ，ＪＡＫ／ＳＴＡＴ）信号通路中的重要因子［１１］。

其在多种实体肿瘤中均起到促癌作用。有研究表明

敲低Ｓｉｇｌｅｃ－１５可以显著抑制甲状腺癌细胞增殖，促
进细胞凋亡。同时抑制 ＳＴＡＴ１和 ＳＴＡＴ３的表达，这
表明Ｓｉｇｌｅｃ－１５和 ＳＴＡＴ１／ＳＴＡＴ３之间可能存在调节
关系［１２］。本研究首先通过生物信息学分析发现

Ｓｉｇｌｅｃ－１５对ＳＴＡＴ１／ＳＴＡＴ３信号通路比较敏感，又用
蛋白质印迹法验证 Ｓｉｇｌｅｃ－１５对 ＳＴＡＴ１／ＳＴＡＴ３通路
的影响，结果发现敲低 Ｓｉｇｌｅｃ－１５后，肝癌细胞中的
ＳＴＡＴ１、ＳＴＡＴ３、ｐ－ＳＴＡＴ１、ｐ－ＳＴＡＴ３的表达均明显降
低。这提示 Ｓｉｇｌｅｃ－１５与 ＳＴＡＴ１／ＳＴＡＴ３之间相互作
用并参与ＨＣＣ的发生发展。

Ｓｉｇｌｅｃ－１５通过 ＳＴＡＴ１／ＳＴＡＴ３通路促进肝癌细
胞增殖和迁移，Ｓｉｇｌｅｃ－１５有望成为 ＨＣＣ免疫治疗中
的一个新基因靶点。
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ＹＡＦ２ａｎｄｍｅｄｉａｔｅｓｔｈｅＡＫＴ／Ｐ３８ＭＡＰＫｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｔｏ

ａｌｌｅｖｉａｔｅｔｈｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓｏｆｎｏｎ－ｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓａｎｄ

ｔｈｅｉｒｒｅｓｉｓｔａｎｃｅａｇａｉｎｓｔｃｉｓｐｌａｔｉｎ［Ｊ］ＣａｎｃｅｒＭａｎａｇＲｅｓ，２０２１，１３

（８）：３６３９—３６５０

［７］　ＬＩＮ，ＧＲＩＶＥＮＮＩＫＯＶ ＳＩ，ＫＡＲＩＮ ＭＴｈｅｕｎｈｏｌｙｔｒｉｎｉｔｙ：

Ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ， ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ， ａｎｄ ＳＴＡＴ３ ｓｈａｐｅ ｔｈｅ ｃａｎｃｅｒ

ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ［Ｊ］ＣａｎｃｅｒＣｅｌｌ，２０１１，１９（４）：４２９—４３１

［８］　ＳＡＳＩＤＨＡＲＡＮＮＡＩＲＶ，ＴＯＯＲＳＭ，ＡＬＩＢＲ，ｅｔａｌＤｕａｌ

ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＳＴＡＴ１ａｎｄＳＴＡＴ３ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｏｆＰＤ－Ｌ１ｉｎｈｕｍａｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］ＥｘｐｅｒｔＯｐｉｎＴｈｅｒ

Ｔａｒｇｅｔｓ，２０１８，２２（６）：５４７—５５７

［９］　ＳＯＮＧＫ，ＭＡＪ，ＧＡＯＹ，ｅｔａｌＫｎｏｃｋｉｎｇｄｏｗｎＳｉｇｌｅｃ－１５ｉｎ

ｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａｃｅｌｌｓｉｎｈｉｂｉｔｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｗｈｉｌｅｐｒｏｍｏｔｉｎｇａｐｏｐｔｏｓｉｓ

ａｎｄｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓｂｙｔａｒｇｅｔｉｎｇｔｈｅＳｉｇｌｅｃ－１５／ＳＴＡＴ３／Ｂｃｌ－２ｐａｔｈｗａｙ

［Ｊ］ＡｄｖＭｅｄＳｃｉ，２０２２，６７（２）：１８７—１９５

［１０］　ＲＯＭＢＥＲＧＮ，ＭＯＲＢＡＣＨＨ，ＬＡＷＲＥＮＣＥＭＧ，ｅｔａｌＧａｉｎ－

ｏｆ－ｆｕｎｃｔｉｏｎＳＴＡＴ１ｍｕｔａｔｉｏｎｓａｒｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈＰＤ －Ｌ１

ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄａｄｅｆｅｃｔｉｎＢ－ｃｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌ［Ｊ］ＪＡｌｌｅｒｇｙＣｌｉｎ

Ｉｍｍｕｎｏｌ，２０１３，１３１（６）：１６９１—１６９３

［１１］　ＧＥＯＲＧＩＥＶＰ，ＭＵＩＳＥＥＳ，ＬＩＮＮＤＥ，ｅｔａｌＲｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｌａｔｉｎｇ

ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｎｔｓ ｏｆ ａｎｔｉ － ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｄｅａｔｈ １

ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙｒｅｓｐｏｎｓｅｉｎｍｏｕｓｅｓｙｎｇｅｎｅｉｃｔｕｍｏｒｍｏｄｅｌｓ［Ｊ］

ＭｏｌＣａｎｃｅｒＴｈｅｒ，２０２２，２１（３）：４２７—４３９

［１２］　ＨＯＵＸ，ＣＨＥＮＣ，ＨＥＸ，ｅｔａｌＳｉｇｌｅｃ－１５Ｓｉｌｅｎｃｉｎｇｉｎｈｉｂｉｔｓｃｅｌｌ

ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｐｒｏｍｏｔｅｓｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇＳＴＡＴ１／

ＳＴＡＴ３ｓｉｇｎａｌｉｎｇｉｎａｎａｐｌａｓｔｉｃｔｈｙｒｏｉｄｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］ＤｉｓＭａｒｋｅｒｓ，

２０２２，６７（５）：１８７—１９５ （收稿日期２０２４－０８－１７）


