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

用基因集富集分析的方法( gene set enrichment analysis，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 PTC STAT3 表达的影响。HEK293T 细胞随机分为空白对照组、空载体组和
pcDNA-AXL组( AXL组) ，Western blot检测各组 p-STAT3 的表达;用不同浓度的 AXL配体 GAS6 处理 BCPAP细

胞系，Western blot检测细胞 p-STAT3 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( normalized enrichment score，NES) = 1． 47，P ＜ 0． 05) 。HEK293T 细胞转染 AXL

后，AXL高表达导致 p-STAT3 活性增高( P ＜ 0． 05) 。AXL 配体 GAS6 处理 BCPAP 细胞系后，p-STAT3 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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Abstract:Objective Signal transducer and activator o f transcription (STAT3) signaling is hyperactivated

in papillary thyro id cancer(PTC)，but the mechanism of w hich is not fully understood． AXL is upregualted in

PTC w hich activates several signaling pathw ays． The objective o f this article is to investigate w hether AXL ac-

tivates STAT3 signaling pathw ay． Methods The AXL of 572 PTC samples o f the transcriptomes of PTC w as

analyzed by gene set enrichment analysis(GSEA) to assess the effect o f AXL on activation of STAT3 signaling

pathw ay． HEK293T cells w ere transfected by AXL plasmid and p-STAT3 level w as determined by Western

blo t． PTC cell line BCPAP w as treated w ith GAS6，and p-STAT3 and nuclear STAT3 w ere determined by West-

ern blo t． Ｒesults GSEA analysis found STAT3 activation w as higher in AXL-high PTCs(Normalized enrich-

ment score (NES) = 1． 47，P ＜ 0． 05) ． HEK293T cells transfected w ith AXL displayed higher level o f p-STAT3

(P ＜ 0． 05) ． Furthermore，treatment o f PTC cell line BCPAP w ith GAS6，the ligand of AXL，led to increased p-

STAT3 (P ＜ 0． 05) and more STAT3 nuclear translocation(P ＜ 0． 05) ． Conclusion AXL increased STAT3 acti-

vation in PTC．
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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［1-3］。乳头
状癌甲状腺( papillary thyroid cancer，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［6-9］。
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［11-12］，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 TPC-1 购

于欧洲细胞库; HEK293T 细胞购于中国科学院细
胞库; DMEM培养基，Lipofactamine 3000 购于 Ther-
mo Fisher公司; 胎牛血清( FBS) 购于杭州四季青公
司; pcDNA-AXL 表达质粒购于 addgene 公司; AXL
抗体、STAT3 抗体、p-STAT3 抗体购于 Cell Signaling
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; proteinase in-
hibitor购于 Sigma公司; Histone H3 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［13-14］。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( false discovery rate，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． 5μg pcDNA-AXL 质
粒组 ( AXL 组) 。将质粒与 lipofactamine 3000、
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 Western blot
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 ChemiDoc MP 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 SPSS 16． 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 LSD-t 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 PTC STAT3 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 ) ( normalized enrich-
ment score，NES) = 1． 47，P = 0． 046) 。

注:在 PTC中高表达 AXL的 PTC 样本 IL6-STAT3 信
号通路高活化。每条黑色的竖线代表 gene set 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 ) ( pearson correlation ) 或者负相关 ( 蓝色 ) 。
NES，normalized enrichment score，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，
Western blot显示转染 AXL 的 HEK293T 细胞高表
达 AXL，同时 p-STAT3 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 p-STAT3 表达水平( 珋x ± s)

组别 n AXL相对表达量 p-STAT3 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 TPC-1 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 16 h 后，用不同浓度的 GAS6 处理细胞
后，结果显示 p-STAT3 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( GAS6 0ng /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 TPC-1 中 AXL的表达
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图 4 GAS6 处理 BCPAP细胞后各组 p-STAT3
和 SAT3 的表达

表 2 不同浓度 GAS6 处理细胞中 p-STAT3
和 SAT3 相对表达水平( 珋x ± s)

组别 n p-STAT3 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［17-19］。
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［20-23］。因此，AXL 是肿瘤治疗的潜在靶

点［24-25］。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 v-src 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 /c-met［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 p-STAT3 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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