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　　摘　要　目的　探讨ＡＸＬ对乳头状甲状腺癌（ｐａｐｉｌｌａｒｙｔｈｙｒｏｉｄｃａｎｃｅｒ，ＰＴＣ）ＳＴＡＴ３表达的影响。方法　采

用基因集富集分析的方法（ｇｅｎｅｓｅｔｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＧＳＥＡ）对 ＰＴＣ转录组数据库中的５７２个 ＰＴＣ样本 ＡＸＬ

的表达进行比较研究，分析ＡＸＬ对 ＰＴＣＳＴＡＴ３表达的影响。ＨＥＫ２９３Ｔ细胞随机分为空白对照组、空载体组和

ｐｃＤＮＡＡＸＬ组（ＡＸＬ组），Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组ｐＳＴＡＴ３的表达；用不同浓度的ＡＸＬ配体ＧＡＳ６处理ＢＣＰＡＰ细

胞系，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞 ｐＳＴＡＴ３和核内 ＳＴＡＴ３的表达。结果　ＧＳＥＡ分析发现 ＡＸＬ高表达的 ＰＴＣ其

ＳＴＡＴ３信号通路活化程度更高（ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔｓｃｏｒｅ，ＮＥＳ）＝１．４７，Ｐ＜０．０５）。ＨＥＫ２９３Ｔ细胞转染 ＡＸＬ

后，ＡＸＬ高表达导致ｐＳＴＡＴ３活性增高（Ｐ＜０．０５）。ＡＸＬ配体 ＧＡＳ６处理 ＢＣＰＡＰ细胞系后，ｐＳＴＡＴ３活性显著

增高（Ｐ＜０．０５），ＳＴＡＴ３核转位增加（Ｐ＜０．０１）。结论　ＡＸＬ可促进ＰＴＣＳＴＡＴ３信号通路的活化。
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　　甲状腺癌是内分泌系统中最常见的恶性肿瘤，
在全球范围内其发病率呈快速上升趋势［１３］。乳头

状癌甲状腺（ｐａｐｉｌｌａｒｙｔｈｙｒｏｉｄｃａｎｃｅｒ，ＰＴＣ）是其最
常见的病理类型［４］。ＰＴＣ虽预后良好，但仍有一部
分患者术后易复发或转移，造成死亡。

ＡＸＬ是 ＴＡＭ家族受体酪氨酸激酶的一员。
ＡＸＬ被其配体 ＧＡＳ６激活，引起下游信号通路激
活［５］。ＡＸＬ在许多癌症包括乳腺癌、胃癌、前列腺
癌、卵巢癌、肺癌的病理生理中发挥重要作用，能增

强癌细胞的存活、血管生成、转移和耐药性［６９］。

ＡＸＬ在ＰＴＣ中高表达，在正常甲状腺细胞中不表
达。

ＳＴＡＴ３信号通路在恶性肿瘤中起重要作
用［１０］，高活化的ＳＴＡＴ３信号通路通过转位入核内
促进肿瘤细胞生长、存活和转移。ＳＴＡＴ３在 ＰＴＣ
中活性增强［１１１２］，但其在 ＰＴＣ中高活化的机制并
未明了。本文通过大数据分析及对 ＰＴＣ细胞系的
研究，探讨ＡＸＬ对ＳＴＡＴ３信号通路的促进作用，为
更好地认识 ＡＸＬ／ＳＴＡＴ３在 ＰＴＣ中的作用提供实
验基础。

１　材料和方法

１．１　材料
人乳头状甲状腺癌细胞系ＢＣＰＡＰ和ＴＰＣ１购

于欧洲细胞库；ＨＥＫ２９３Ｔ细胞购于中国科学院细
胞库；ＤＭＥＭ培养基，Ｌｉｐｏｆａｃｔａｍｉｎｅ３０００购于Ｔｈｅｒ
ｍｏＦｉｓｈｅｒ公司；胎牛血清（ＦＢＳ）购于杭州四季青公
司；ｐｃＤＮＡＡＸＬ表达质粒购于 ａｄｄｇｅｎｅ公司；ＡＸＬ
抗体、ＳＴＡＴ３抗体、ｐＳＴＡＴ３抗体购于ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；ＧＡＰＤＨ抗体购于北京中衫金桥
公司；ＧＡＳ６购于Ｒ＆Ｄ公司；ＲＩＰＡ购于康为世纪
公司；Ｐｈｏｓｐｈｏｓｔｏｐ购于 Ｒｏｃｈｅ公司；ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｉｎ
ｈｉｂｉｔｏｒ购于Ｓｉｇｍａ公司；ＨｉｓｔｏｎｅＨ３抗体，核蛋白提
取试剂盒购于碧云天公司。

１．２　细胞培养
细胞培养使用含有１０％胎牛血清ＤＭＥＭ培养

基，将培养瓶放于 ３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养。
在倒置显微镜下观察细胞融合至 ８０％时，１∶２传
代。ＧＡＳ６的处理方法为细胞铺板后过夜，然后换
成０．５％ ＦＢＳ的培养基培养１６ｈ，加入相应浓度的
ＧＡＳ６处理相应的时间后提蛋白。

１．３　基因集富集分析（ＧＳＥＡ）
ＧＳＥＡ是一种计算方法，可以显示具有统计学

意义的两生物状态之间的一致的差异［１３１４］。为确

定ＡＸＬ与ＳＴＡＴ３状态的关系，在数据库（ｈｔｔｐ：／／
ｃａｎｃｅｒｇｅｎｏｍｅ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）中下载 ＰＴＣ表达数据［１５］，

然后手动检查ＡＸＬ的表达，确定各样本 ＡＸＬ的表
达值，然后计算平均值。共有５７２个 ＰＴＣ样本纳
入分析，根据 ＡＸＬ的表达高低将所有样本分为
ＡＸＬ高表达ＰＴＣ（ＡＸＬ表达值高于平均值的样本）
和低表达 ＰＴＣ（ＡＸＬ表达值低于平均值样本）。
ＧＳＥＡ程序的所有参数都设置为默认值。错误发
现率（ｆａｌｓｅｄｉｓｃｏｖｅｒｙｒａｔｅ，ＦＤＲ）值＜０．２５被认为是
明显的富集（ＧＳＥＡ用户指南，ｈｔｔｐ：／／ｓｏｆｔｗａｒｅ．
ｂｒｏａｄｉｎｓｔｉｔｕｔｅ．ｏｒｇ／ｇｓｅａ／ｄｏｃ／ｇｓｅａｕｓｅｒｇｕｉｄｅｆｒａｍｅ．ｈｔ
ｍｌ）。
１．４　ＨＥＫ２９３Ｔ细胞转染

ＨＥＫ２９３Ｔ细胞铺板于６孔板中过夜，分为空
白对照组、空载体组及转染１．５μｇｐｃＤＮＡＡＸＬ质
粒组（ＡＸＬ组）。将质粒与 ｌｉｐｏｆａｃｔａｍｉｎｅ３０００、
Ｐ３０００混合，室温静置１２ｍｉｎ后加入６孔板中。６ｈ
后将培养基换成新的１０％ ＦＢＳ的培养基。转染后
４８ｈ提蛋白进行检测。实验重复３次。
１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

细胞经处理后，弃去培养皿中培养液经 ＰＢＳ
冲洗后提取各组细胞。加入含蛋白酶抑制剂和磷

酸酶抑制剂的 ＲＩＰＡ混合液。用细胞刮子将细胞
刮下，吸去培养皿中裂解液置于冰上孵育３０ｍｉｎ。
４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ，离心 １０ｍｉｎ。吸出上清，蛋白定
量。１０％或１５％聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，湿转
法进行蛋白转印。５％的脱脂奶粉室温封闭１ｈ，一
抗４℃孵育过夜，室温下用ＴＢＳＴ在摇床上洗３次，
每次５ｍｉｎ。二抗孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗３次。滴加ＥＣＬ
发光液，使用 ＣｈｅｍｉＤｏｃＭＰ成像分析仪进行曝光。
总蛋白提取以ＧＡＰＤＨ作为内参，核蛋白以Ｈｉｓｔｏｎｅ
Ｈ３作为内参。采用仪器自带的灰度分析软件分
析，计算目的蛋白灰度值／内参蛋白灰度值即为目
的蛋白相对表达量。实验重复３次。
１．６　核蛋白提取

ＧＡＳ６处理 ＢＣＰＡＰ细胞１．５ｈ后，使用核蛋白
提取试剂盒提取细胞核蛋白。具体步骤为细胞先

用冷的ＰＢＳ轻轻冲洗后加入浆蛋白提取试剂Ａ，冰
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上孵育１０ｍｉｎ，移入 ＥＰ管中。加入浆蛋白提取试
剂试剂Ｂ。震荡１５ｓ，冰上孵育１０ｍｉｎ，１４０００ｇ离心
５ｍｉｎ，上清即为浆蛋白，而沉淀为核蛋白。核蛋白
中加入冷的ＰＢＳ震荡后离心用以洗去残留的浆蛋
白，重复１次。离心后弃去上清，加入核蛋白提取
试剂，超声１０ｓ，超３次。冰上孵育１０ｍｉｎ。１４０００ｇ
离心１０ｍｉｎ。取上清为核蛋白。实验重复３次。
１．７　统计学方法

采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件对数据进行分析，计
量资料采用 珋ｘ±ｓ表示，多组间比较采用单因素方
差分析，两两比较采用 ＬＳＤｔ检验，以 Ｐ＜０．０５为
差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＡＸＬ高表达对ＰＴＣＳＴＡＴ３信号通路的影响
ＧＳＥＡ结果表明 ＡＸＬ高表达的样本其 ＩＬ６

ＳＴＡＴ３信号通路高活化（图１）（ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄｅｎｒｉｃｈ
ｍｅｎｔｓｃｏｒｅ，ＮＥＳ）＝１．４７，Ｐ＝０．０４６）。

　　注：在ＰＴＣ中高表达ＡＸＬ的ＰＴＣ样本 ＩＬ６ＳＴＡＴ３信
号通路高活化。每条黑色的竖线代表 ｇｅｎｅｓｅｔ中的一个
基因。从红色到蓝色的渐变线代表基因与ＡＸＬ表达的正
相关（红色）（ｐｅａｒｓｏｎｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ）或者负相关（蓝色）。
ＮＥＳ，ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔｓｃｏｒｅ，归一化的富集得分；
ＮＯＭ，ｎｏｍｉｎａｌ，名义ｐ值［１６］

图１　ＡＸＬ高表达对ＰＴＣ样本ＳＴＡＴ３信号通路的影响

２．２　ＡＸＬ高表达对ＨＥＫ２９３Ｔ细胞ＳＴＡＴ３的影响
为进一步验证 ＡＸＬ和 ＳＴＡＴ３的关系，我们将

ＡＸＬ质粒转染进 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞。４８ｈ后提蛋白，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示转染 ＡＸＬ的 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞高表
达ＡＸＬ，同时ｐＳＴＡＴ３也高表达（Ｐ＜０．０５），提示
ＳＴＡＴ３信号通路活化增高（图２，表１）。

图２　ＨＥＫ２９３Ｔ细胞各组ＳＴＡＴ３蛋白表达情况

表１　各组细胞中ＡＸＬ及ｐＳＴＡＴ３表达水平（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＡＸＬ相对表达量 ｐＳＴＡＴ３相对表达量

空白对照组 ６ １．００±０．１８ １．００±０．１１

空载体组 ６ １．０６±０．０９ １．１３±０．３５

ＡＸＬ组 ６ ２．３０±０．２０＃ ２．５６±０．１１＃

Ｆ值 ５９．８８ ４６．２５

Ｐ ０．０００１ ０．０００２

注：与空白对照组相比，Ｐ＜０．０５；与空载体组相比，＃Ｐ＜０．０５

２．３　ＧＡＳ６处理对 ＢＣＰＡＰ细胞系 ＳＴＡＴ３磷酸化
和核内ＳＴＡＴ３表达的影响

ＧＡＳ６是ＡＸＬ的配体。ＢＣＰＡＰ和 ＴＰＣ１细胞
系均表达ＡＸＬ（图３）。我们选择ＡＸＬ表达更高的
ＢＣＰＡＰ细胞继续研究。细胞铺板过夜后，０．５％
ＦＢＳ处理１６ｈ后，用不同浓度的 ＧＡＳ６处理细胞
后，结果显示ｐＳＴＡＴ３表达增多（Ｐ＜０．０５）（图４，
表２）。提示 ＧＡＳ６能够激活 ＳＴＡＴ３信号通路。
ＳＴＡＴ３激活后会转移入核，所以我们检测了 ４００
ｎｇ／ｍｌ的ＧＡＳ６处理ＢＣＰＡＰ的 ＳＴＡＴ３在核内的表
达情况。如图５所示，处理后的 ＳＴＡＴ３在核内表
达增多（ＧＡＳ６０ｎｇ／ｍｌ组核内 ＳＴＡＴ３相对表达量
为１．００±０．３６，４００ｎｇ／ｍｌ组核内ＳＴＡＴ３相对表达
量为２．４０±０．２６，Ｐ＝０．００６），进一步提示 ＡＸＬ可
促进ＳＴＡＴ３信号通路的活化。

图３　ＰＴＣ细胞系ＢＣＰＡＰ及ＴＰＣ１中ＡＸＬ的表达

·２１·
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图４　ＧＡＳ６处理ＢＣＰＡＰ细胞后各组ｐＳＴＡＴ３
和ＳＡＴ３的表达

表２　不同浓度ＧＡＳ６处理细胞中ｐＳＴＡＴ３
和ＳＡＴ３相对表达水平（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ ｐＳＴＡＴ３相对表达量

０ｎｇ／ｍｌ组　 ６ １．００±０．２６

１００ｎｇ／ｍｌ组 ６ １．９３±０．４２＃

２００ｎｇ／ｍｌ组 ６ ２．５４±０．０８

４００ｎｇ／ｍｌ组 ６ ３．９７±０．７１

Ｆ值 ２４．７０

Ｐ ０．００１

　　注：与０μｇ／ｍｌ组相比，＃Ｐ＞０．０５，Ｐ＜０．０５。

注：与０ｎｇ／ｍｌ组相比，Ｐ＜０．０５

图５　ＧＡＳ６处理ＢＣＰＡＰ细胞后核蛋白中ＳＴＡＴ３的表达

３　讨论

ＡＸＬ在多种肿瘤中高表达，包括 ＰＴＣ［１７１９］。
本文也显示在 ＰＴＣ细胞系中 ＡＸＬ高表达（图３）。
ＡＸＬ可激活多条肿瘤相关的信号通路比如 ＰＩ３Ｋ、
ＥＫＲ等，促进肿瘤生长、侵袭转移、耐药和上皮间
质转化［２０２３］。因此，ＡＸＬ是肿瘤治疗的潜在靶

点［２４２５］。ＡＸＬ的特异性抑制剂 Ｒ４２８已经进入 Ｉ
期和Ⅱ期临床（ｈｔｔｐｓ：／／ｃｌｉｎｉｃａｌｔｒｉａｌｓ．ｇｏｖ／）。

ＳＴＡＴ３信号通路在恶性肿瘤中起重要作
用［１０］，多个证据显示 ＳＴＡＴ３在肿瘤发生发展及维
持中起重要作用，确认 ＳＴＡＴ３是个重要的抗肿瘤
靶点。癌基因 ｖｓｒｃ导致的细胞转化需要激活的
ＳＴＡＴ３。结构性活化的 ＳＴＡＴ３能使永生化的成纤
维细胞和正常上皮细胞转化。大多数肿瘤表现出

ＳＴＡＴ３的持续性激活同时表现出 ＳＴＡＴ３调控基因
的表达。在多种肿瘤中 ＳＴＡＴ３的高表达与不良预
后有关。ＳＴＡＴ３调控的基因能够阻断凋亡，促进增
殖和存活，促进血管生成和转移，抑制肿瘤免疫反

应。阻断ＳＴＡＴ３信号通路会导致肿瘤生长抑制及
凋亡。

目前，促进 ＳＴＡＴ３激活的上游信号并未阐明
清楚。在 ＰＴＣ中已有多个肿瘤相关蛋白可促进
ＳＴＡＴ３高表达和／或高活化，比如 ＨＧＦ／ｃｍｅｔ［１１］。
但ＡＸＬ能否激活 ＳＴＡＴ３信号通路并不确定［２０］。

为了确认两者的关系，我们首先利用ＡＴＧＣ的ＰＴＣ
组织的转录组数据库进行了分析。ＧＳＥＡ显示
ＡＸＬ高表达的 ＰＴＣ其 ＳＴＡＴ３信号通路高活化，为
两者的密切关系提供了初步的证据。进一步地，高

表达ＡＸＬ的 ＨＥＫ２９３细胞其 ｐＳＴＡＴ３表达更高。
在甲状腺癌细胞系 ＢＣＰＡＰ中，ＧＡＳ６可以激活
ＳＴＡＴ３并且使核内 ＳＴＡＴ３增多，提示其转录活性
增强。

综上所述，本文表明 ＧＡＳ６／ＡＸＬ能够激活
ＳＴＡＴ３信号通路，这个信号通路可能是 ＡＸＬ促进
肿瘤进展的机制之一。
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