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摘要  信号转导和转录激活因子 5b(signal transducer and activator of transcription 5b, STAT5b)

是 JAK-STAT途径中重要的一种转录因子. 该转录因子与肿瘤的发生发展密切相关, 正日益受

到人们的关注. 在本研究中, 优化 STAT5b mRNA序列并合成出一种新型 STAT5b金纳米荧光

分子信标. 该信标由发卡型 STAT5b mRNA特异性序列、FITC荧光染料、金纳米粒三部分组

成. 通过激光共聚焦和流式细胞术等实验方法,实现该信标对 HepG-2 细胞和 PC12 细胞中

STAT5b mRNA的实时检测. 最后, 运用 RT-PCR方法, 该分子信标检测 STAT5b mRNA的可

靠性得到验证. 基于本研究实验结果,可推断该新型金纳米荧光分子信标有望进行 JAK-STAT

信号通路中其他转录因子的检测.  
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JAK-STAT 信号转导通路(JAK-STAT signaling 

pathway)是与肿瘤发生发展关系最为密切的一类信

号转导通路, 在研究肿瘤分子靶向治疗、筛选分子药

物靶标等方面具有重要意义 . 该通路由许多细胞因

子和受体所激活 , 这些激活因子与细胞膜上受体相

结合, 使受体二聚化或多聚化. 受体内源性酪氨酸蛋

白激酶(protein tyrosine kinase, PTK)与相偶联的胞浆

可溶性 PTK 迅速磷酸化, 形成信号转导和转录激活

因子(signal transducers and activators of transcription, 

STATs)结合位点. 最后, STATs通过 SH2功能区与受

体胞浆区结合后被激酶酪氨酸磷酸化, 离开受体, 形

成二聚体并入核, 进而结合于特定的 DNA 启动子序

列, 启动基因表达, 调节细胞的分化、增生和凋亡 [1]
. 

正常细胞中的 STATs 的磷酸化是短暂的, 而肿瘤细

胞自分泌或旁分泌的细胞因子以及基因改变所致的

持续活化的酶类可致 PTK 的持续激活 , 从而使

STATs 呈现持续磷酸化. 人类多种原发肿瘤和肿瘤

细胞系都与 JAK-STAT 通路的异常表达和活化有重

要关系[2~4]
. 在此信号转导通路上, STATs 蛋白家族

是最重要的一类信号转导因子. 迄今, 研究人员在哺

乳动物中发现了 7个 STAT家族成员(Stat1~4, Stat5a, 

Stat5b 和 Stat6)
[5]

. 它们普遍存在于多种肿瘤细胞系

和原发肿瘤中, 通过 JAK-STAT 途径被活化从而参

与肿瘤细胞的异常增殖、分化和血管生成等过程 . 

在多种肿瘤细胞系和多种转化细胞系中(尤其是

白血病和乳腺癌), 人类编码信号转导及转录活化因

子 5(signal transducer and activator of transcription 5, 

STAT5)是 STAT 家族中与肿瘤最密切相关的成员 . 

持续活化的 STAT5 增强了细胞的转化, 同时也阻断

了细胞的凋亡[6]
. 

STAT5 的基因定位于人类第 17 号染色体上, 大

鼠的位于 10号染色体上, 小鼠的位于 11号染色体[7]
. 

STAT蛋白主要由 STAT5a和 STAT5b两种亚型构成. 

这两种亚型 96%以上是同源的 , 它们能被许多细胞

因子所激活. 研究发现, STAT5a 单基因敲除小鼠表

现出泌乳素依赖性的乳腺发育障碍; STAT5b 单基因

敲除小鼠则出现与生长激素受体缺陷小鼠相似的基

因缺陷[8]
. STAT5b 作为信号转导及转录激活因子中

的一个成员, 受许多细胞因子、激素、生长因子的调

控. 其作用方式主要有两种: (1) STAT5b在被受体激
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活后形成二聚体, 转移至细胞核, 结合于靶基因的启

动子部位 , 参与靶基因转录的正调控或负调控 . (2) 

STAT5b 激活后, 通过调节下游信号转导, 从而调控

细胞增殖、分化、凋亡等生命活动. 

 STAT5b 存在于未经刺激的细胞胞浆内, 可在多

种细胞因子和生长因子的刺激下发生酪氨酸磷酸化

而活化 [9]
. 近几年的研究已证实 , STAT5b 的异常活

化与多种恶性肿瘤的发生发展有密切关系 , 包括乳

腺癌、前列腺癌、淋巴癌、肝癌、鼻咽癌、白血病

等[7,10~14]
. 例如, Spiekermann 等人[15]研究发现, 95%

的急性髓系白血病原始幼稚细胞中 STAT5b 活性升

高; Birkenkamp等人[16]则认为 STAT5b的活化会上调

酪蛋白启动子的活性, 使淋巴细胞发生恶性转化; 夏

国良等人[17]发现头部肿瘤中存在着 STAT5b 的持续

或异常激活, 并且与肿瘤的转移也有一定的关系. 因

此, 通过检测 STAT5b 的活化水平, 对于进一步阐明

肿瘤的发病机制、深入了解肿瘤的发展状况以及寻求

新的肿瘤治疗途径均具有重要意义. 

目前对细胞内 STATs 蛋白的检测多用流式细胞

术(flow cytometry, FCM)
[18]

, 也有用 Western Blot检

测 STAT蛋白的报道[19,20]
. 但是 Western Blot样本的

预处理步骤复杂、费时, 对样本和试剂的消耗量大 . 

同时, Western Blot 的结果由于条件所限, 几乎只能

做定性分析, 而无法实现定量分析. 而运用流式细胞

术进行蛋白含量检测最大的缺点在于极易出现假阳

性结果. 同时, 洗涤剂对细胞的破坏、标记时间长、

操作步骤多, 也是流式细胞术的限制因素. 

在本研究中我们介绍一种新型的特异性检测

STAT5b mRNA 靶向序列的发卡型金纳米荧光分子

信标. 该发卡型信标的中环由与 STAT5b靶分子互补

的 20 个碱基的核酸序列组成, 茎部为两列互补的碱

基序列. 该发卡型序列的 5′端与 3′端分别与荧光染料

FTIC 和硫醇通过化学键相结合 . 处于自由状态时 , 

发卡结构中的荧光基团 FITC和猝灭剂金纳米粒由于

茎部序列的互补配对状态而靠得很近 , FITC 荧光被

摩尔消光系数极高的猝灭剂金纳米所猝灭 , 此时荧

光背景几乎为零; 当存在靶序列时, 分子信标中环序

列与靶序列特异性结合 , 形成相对刚性并比分子信

标茎部结构更稳定的双链体, 茎部互补链打开, 从而

使荧光基团 FITC 与猝灭剂金纳米空间距离激增, 金

纳米对荧光基团 FITC 的荧光猝灭作用失效, 荧光基

团荧光恢复以供检测(图 1). 同时, 荧光强度与细胞

内靶序列的含量成正比 , 故该金纳米荧光分子信标

可用于定量检测. 更值得一提的是, 该分子信标继承

金纳米优越的生物相容性 , 即无需借助载体即可进

入细胞, 同时, 该分子信标生物稳定性高、操作简便、

特异性强, 可对核酸进行实时测定[21,22]
. 

1  材料与方法 

(ⅰ) 试剂.  氯金酸(HAuCl4·4H2O)、柠檬酸三钠

(Na3C6H5O7)、二硫苏糖醇(DTT)均购于上海国药集团

化 学 试 剂 有 限 公 司 ; 其 余 试 剂 均 购 于 美 国

Sigma-Aldrich有限公司. 脱氧核糖核酸酶 I(DNase I)

购于生工生物工程(上海)有限公司; DMEM培养基、

1640培养基、胰蛋白酶均购于赛默飞世尔科技(中国)

有限公司. 

(ⅱ) 仪器.
 
 754PC紫外分光光度计(上海菁华科

技仪器有限公司); 100CX 透射电子显微镜(日本电子

株式会社 JEOL); F96荧光分光光度计(上海棱光技术

有限公司); FV300 激光共聚焦显微镜(OLYMPUS(中

国)有限公司); FACS Calibur流式细胞仪(美国 Becton, 

Dicknson有限公司); TC020A-230V PCR循环仪(美国 

 

 

图 1  发卡型金纳米分子信标合成及检测原理示意图 
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Labnet仪器有限公司). 

(ⅲ)  寡核苷酸序列的设计 .  在 NCBI(美国国

立生物技术信息中心 )(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

guide/)中查询 STAT5b mRNA 序列 , 并利用在线

BLAST 服务器和 RNAstructure 软件筛选和设计出

STAT5b 信标特异性寡核苷酸序列, 进而我们委托生

工生物工程(上海)有限公司合成 5′NH2 + 3′SHC6 修

饰的上述信标 DNA序列. 具体结构如下所示: 

5′-(FITC) GCGAGAAATAATGCCGCACCTCA- 

ATCTCGCA (A)9SH-3′ 

(ⅳ) 金纳米粒的制备.  采用柠檬酸三钠还原法

制备 15 nm 金纳米粒[23~25]
. 将合成过程中所有玻璃

器皿用王水浸泡 3 h, 再用超纯水涮洗 3 遍, 放入

70℃烘箱烘干备用. 取 2.2× 10
2

 mol/L 氯金酸与 25 

mL 超纯水至三颈烧瓶中 100℃油浴加热至沸腾, 加

入 0.8 mL 2.5× 10
2

 mol/L柠檬酸三钠溶液, 反应 45 

min 后自然冷却至室温, 扫描紫外可见光谱并进行透

射电子显微镜表征, 后至于 4℃冰箱保存. 

(ⅴ) 发卡型金纳米荧光分子信标的制备.  将巯

基修饰的环状寡核苷酸序列用 100 mmol/L DTT活化

后与金纳米粒进行连接反应 , 二者的投料比为

100:1(摩尔比). 避光反应 12 h后, 通过 2 mol/L NaCl

溶液对上述反应后溶液进行盐化作用 . 最后通过

13500 r/min, 16 min 离心作用收集分子信标沉淀, 沉

淀复溶后得到稳定的发卡型金纳米荧光分子信标溶

液 . 用紫外分光光度计和透射电子显微镜对其进行

表征. 

(ⅵ) 稳定性实验.  DNase I和 GSH是胞浆中最

常见的降解分子信标的物质 [26]
, 为了研究分子信标

在活细胞中的稳定性 , 我们在体外考察上述两种物

质对发卡型 STAT5b 金纳米荧光分子信标的降解作

用. 配制含有 0.25 mmol/L MgCl2和 50 mg/L牛血清

白蛋白的 PBS溶液(pH 7.0)模拟细胞内离子环境, 分

子信标用上述溶液稀释至 1.2 nmol/L 后, 分别加入

0.38 mg/L DNase I或 10 mmol/L GSH进行降解反应. 

反应完全后测定分子信标荧光扫描光谱. 

(ⅶ) 细胞毒性实验(MTT 比色法).  将人源肝癌

细胞 HepG-2 和褐家鼠肾上腺嗜铬细胞瘤细胞 PC12

分别接种至 96孔细胞培养板上(5000细胞/孔)于 37℃, 

5% CO2条件下培养 24 h. 依据MTT比色法固定操作

步骤, 测定浓度梯度为 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 nmol/L 的分

子信标对 HepG-2细胞和 PC12细胞的毒性作用. 

(ⅷ ) 激光共聚焦显微镜定性检测 STAT5b 

mRNA 表达.  将人源肝癌细胞 HepG-2 和褐家鼠肾

上腺嗜铬细胞瘤细胞 PC12分别接种至共聚焦细胞培

养板培养至 50%密度后 , 按加药处理分别加入 2 

nmol/L 发卡型 STAT5b 金纳米荧光分子信标, 孵育

12 h后利用激光共聚焦显微镜系统进行细胞成像. 

(ⅸ) 流式细胞术定量测定 STAT5b mRNA 表

达[23]
. 当活细胞中 STAT5b mRNA 与荧光分子信标

杂交后 , 被金纳米粒猝灭的荧光信号恢复 [27]
. 基于

此理论基础 , 我们通过流式细胞术定量测定杂交后

荧光信号强度值 . 细胞培养方法和加药处理方法与

上述定性检测方法相同. 孵育结束后, 通过胰酶消化

和 1500 r/min, 10 min 离心作用获得细胞沉淀并利用

流式细胞仪测定荧光信号强度. 

(ⅹ ) 反转录 PCR(RT-PCR)定量测定 STAT5b 

mRNA 表达.  以看家基因 GAPDH 为标准内参, 通

过 RT-PCR 检测两种肿瘤细胞(HepG-2 和 PC12)中

Homo-STAT5B基因的表达. 使用 RNeasy Kit试剂盒

提取 HepG-2细胞中总 RNA并利用反转录酶 III扩增

得到 cDNA. 分别取 2.5 μL cDNA 进行 STAT5b 和

GAPDH基因的 RT-PCR扩增. PC12细胞的 RT-PCR

方法与 HepG-2细胞相同. 

人源 GAPDH引物(352 bp) 

同义引物: 5-AAGGTCGGAGTCAACGGATTT-3 

反义引物: 5-AGATGATGACCCTTTTGGCTC-3 

人源 STAT5B引物(192bp) 

同义引物: 5-CAGCGCCACGTACATGGACCA-3 

反义引物: 5-GCGTGCGGGATCCACTGACTGT- 

C-3 

2  结果与讨论 

2.1  金纳米粒与 STAT5b 金纳米荧光分子信标光

谱特征和电子显微镜表征 

在成功合成出金纳米粒与 STAT5b 金纳米荧光

分子信标后 , 通过紫外分光光度计扫描得到二者的

紫外特征光谱(图 2). 图 2(a)为金纳米粒的紫外特征

光谱, 从该图谱中我们可以明显看到在 520 nm 处出

现一个强吸收峰 ,  这是金纳米粒最强特征吸收 [ 2 8 ]
. 

图 2(b)为 STAT5b金纳米荧光分子信标的紫外特征光

谱 ,  与金纳米粒紫外特征光谱对比 , 该图谱在 260 

nm 处出现强吸收峰, 该峰为寡核苷酸链的特征吸收 
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图 2  紫外可见吸收光谱 

(a) 15 nm金纳米粒; (b) STAT5b金纳米荧光分子信标 

峰. 同时, 金纳米粒的最大吸收峰由 520 nm 红移至

526 nm 处. 该消光峰红移现象是金纳米粒聚集所致. 

为验证上述推论 , 我们通过透射电子显微镜表征金

纳米粒和 STAT5b 金纳米荧光分子信标的粒子形态

(图 3). 透射电子显微镜图片显示 , 连接寡核苷酸链

前后 , 金纳米粒发生轻微聚集 . 但该聚集非常轻微 , 

未对后续实验造成可见影响. 

2.2  STAT5b金纳米荧光分子信标体外稳定性考察 

DNase I 和 GSH 是细胞浆中最常见的分子信标

降解物 [26]
, 为了研究分子信标在活细胞中的稳定性 , 

我们在体外考察上述两种物质对发卡型 STAT5b 金

纳米荧光分子信标的降解作用. 同时, 我们体外考察

了分子信标中金纳米对荧光染料 FITC的荧光猝灭作

用. 最后, 通过 DTT可断开金硫键这一特性, 在体外

模拟金纳米粒失去对 FITC荧光猝灭作用后, FITC的

荧光恢复能力. 实验结果显示, 我们组合成的发卡型

STAT5b 金纳米荧光分子信标荧光猝灭情况良好, 在

500~570 nm的荧光值保持在 1.4~2.3, FITC特征吸收 

 

图 3  透射电子显微镜图片 

(a) 15 nm金纳米粒; (b) STAT5b金纳米荧光分子信标 

波长 520 nm处的荧光值为 2.3. 在加入过量于细胞内

含量的 GSH和 Dnase I后, 520 nm处 FITC最大波长

增幅微弱, 从猝灭的 2.3强度分别增至 8.9和 11.9. 该

微弱荧光强度增幅无法说明该分子信标被 GSH 和

Dnase I 降解[26,29]
, 为 STAT5b 金纳米荧光分子信标

在细胞内的稳定性提供了保证. 同时, 当金纳米粒失

去对 FITC的荧光猝灭作用后, 分子信标在 520 nm处

的荧光强度从 2.3迅速激增至 31.2, 此 15倍的荧光强

度激增说明该分子信标可在细胞内恢复足够的荧光

以供检测(图 4)
[27]

. 

2.3  细胞毒性实验 

在此 MTT实验中, 当加入浓度高至 2 nmol/L的金纳

米荧光分子信标时, HepG-2细胞和 PC12细胞的最低

存活率为 96.19%和 87.58%(图 5). 此实验结果显示, 2 

nmol/L浓度下的金纳米荧光分子信标对 HepG-2细胞

和 PC12 细胞存活无显著影响, 保证了该分子信标进

行细胞成像和核酸检测的安全性和有效性. 同时, 已

有文献报道 15 nm 金纳米粒与相应金纳米荧光分子

信标均不存在细胞毒性作用 [30]
, 该实验结果与前人

研究结果保持了高度一致. 
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图 4  STAT5b金纳米荧光分子信标荧光图谱 

 

图 5  STAT5b金纳米荧光分子信标作用后细胞存活率 

(a) HepG-2; (b) PC12 

2.4  激光共聚焦显微镜定性检测 STAT5b mRNA

表达 

已有文献报道 STAT5b 在肝癌细胞中为高表达, 

在鼠源细胞中为低表达 [31]
. 依此研究结果 , 我们选

择肝癌细胞 HepG-2 和褐家鼠肾上腺嗜铬瘤细胞

PC12分别作为考察 STAT5b mRNA表达的阳性实验

细胞和阴性对照细胞 . 激光共聚焦显微镜采用点照

明、逐点扫描, 共聚焦、逐点成像技术, 能够从多维

角度进行细胞结构立体观察及活细胞实时观测 , 输

出的数字化荧光图像可作为荧光定性检测的依  

据 [32]
. 我们通过激光共聚焦显微镜 , 成功捕捉

HepG-2 细胞和 PC12 细胞 STAT5b 表达荧光图片(图

6). 实验结果显示, HepG-2细胞检测到高强度荧光信

号, 而 PC12细胞基本检测不到荧光信号. 该实验结果

成功验证了合成的 STAT5b 金纳米荧光分子信标在细

胞水平检测 STAT5b mRNA 的可靠性 . 同时, 经过

STAT5b 金纳米荧光分子信标长达 12 h 的孵育后, 

HepG-2细胞和 PC12 细胞仍保持良好细胞形态, 也从

侧面证实我们合成的 STAT5b 金纳米荧光分子信标的

高度生物相容性及低毒性. 最后, 我们可以从共聚焦

图片中清晰观察到, STAT5b 金纳米荧光分子信标所

呈现的荧光信号绝大多数出现在细胞质中 , 这是由

mRNA存在于细胞质这一生物特性所致[33]
. 

2.5  流式细胞术定量测定 STAT5b mRNA表达 

流式细胞术是定量测定活细胞荧光强度的公认

方法, 同时, 已有文献通过流式细胞术成功测定细胞

内磷酸化 STAT 含量[34,35]
. 本研究中, 当 HepG-2 细

胞和 PC12 细胞与分子信标作用后, 通过流式细胞术

检测到 HepG-2 细胞的荧光强度是 9.08, 而 PC12 细

胞的荧光强度为 2.98, 前者是后者的 3.07 倍(图 7). 

该实验结果与上述激光共聚焦实验结果相吻合 . 同

时也验证了 STAT5b mRNA在 HepG-2细胞中的高表

达和在 PC12细胞中的低表达. 

2.6  RT-PCR定量测定 STAT5b mRNA表达 

为了验证本研究所建立的核酸检测方法的可靠

性 , 我们通过 RT-PCR 方法测定实验细胞株中

STAT5b含量. 实验结果显示, STAT5b在 HepG-2细

胞中的相对表达量为 116%± 5%, 在 PC12 细胞中为

80.3%± 5%, HepG-2 细胞中的相对表达量是 PC12 细

胞中的 1.45倍. RT-PCR实验结果与建立的分子信标

方法检测结果吻合且灵敏度更高(图 8), 表明本研究

所合成的金纳米荧光分子信标是一种更有效的核酸

检测工具. 

3  结论与展望 

我们设计、合成、表征了 STAT5b金纳米荧光分

子信标, 并通过观察和测定 FITC 荧光信号强度在细

胞水平实现对活细胞 STAT5b mRNA 的实时检测 . 

运用金纳米荧光分子信标进行活细胞 S T A T 5 b 
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图 6  激光共聚焦显微镜下 STAT5b金纳米荧光分子信标作用后细胞中的荧光表达 

HepG-2细胞(A), PC12细胞(B); FITC荧光图片(a), DIC图片(b), 叠加图片(c)  

 

图 7  细胞与 STAT5b金纳米荧光分子信标作用后流式细胞术测定的荧光强度 

(a) HepG-2; (b) PC12 

 

图 8  HepG-2和 PC12细胞中 STAT5b表达量(A)及电泳图(B) 

电泳图中, (a) Marker(从上到下): 1000 bp, 800 bp, 600 bp, 500 bp, 400 bp, 300 bp, 200 bp, 100 bp; (b) GAPDH(Pc12); (c) GAPDH(HepG-2); (d) 

STAT5B(Pc12); (e) STAT5B(HepG-2) 
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mRNA检测是一种全新、无损、简便、高灵敏的检测

方法. 基于此研究成果, 我们有望进行 JAK-STAT信

号通路中其他转录因子的检测 , 从而进一步研究这

些转录因子在生命活动中的作用和对肿瘤发生发展 

的影响. 同时, 该类金纳米荧光分子探针可应用于肿

瘤早期诊断、生物成像和药物靶标的确认. 

在金纳米荧光分子信标的研究中 , 以下几个方

面将是今后的研究难点和热点: (1) 在保持或进一步

简化其结构的前体下 , 增强分子信标在细胞内的稳

定性, 减少核酸酶的降解作用, 使其应用于更为复杂

的基因表达环境和多种疾病检测 . (2) 选择与金纳米

猝灭基团更匹配的荧光基团, 从而降低背景信号, 提

高金纳米分子信标的灵敏度 . (3) 优化金纳米分子信

标中特异性序列筛选方法 , 从而在提高金纳米分子

信标灵敏度的同时, 使其进一步应用于蛋白质组学、

功能基因组学的研究中. 
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Gold nanoparticle-based fluorescent molecular beacon for the detec-

tion of STAT5b mRNA expression in living cell 

LI Yang, XUE JianPeng, CUI SiSi, TIAN JunMei, ZHANG DongYin, CAO Jie & GU YueQing 
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Signal transducer and activator of transcription 5b (STAT5b) is an important protein in JAK-STAT signal pathway and is responsible 

for the metastasis and proliferation of tumor cells. In this study, we demonstrated a novel beacon which consisted of a gold 

nanoparticle core functionalized with a dense monolayer of hairpin DNA with a specific sequence for the STAT5b mRNA and 

modified with FITC. By the confocal laser scanning microscope and flow cytometry, we successfully detected the expression of 

STAT5b mRNA using this novel beacon in HepG-2 cells and PC12 cells. At last, to confirm the presence and absence of STAT5b 

mRNA in HepG-2 cells and PC12 cells, RT-PCR applification was performed. This strategy is a promising approach for the 

intracellular measurement of transcription factors, RNA or proteins. 
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