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SATB2 基因增强槲皮素抑制肾癌细胞生长的机制

叶倩倩

(荆州市荆州第五人民医院内2科，湖北 荆州 434000)

[摘　要] 目的：探讨核基质蛋白特异AT序列结合蛋白2(special AT-rich sequence-binding protein 2，SATB2)基

因及槲皮素对肾癌细胞活力、侵袭能力和凋亡的影响及机制。方法：人肾癌786-O细胞分为空白

组、重组体pcDNA3.1-SATB2组、槲皮素组和pcDNA3.1-SATB2+槲皮素组，其中pcDNA3.1-SATB2

转染参照Lipofectamine 2000说明。各组细胞处理48 h后，通过CCK-8，Transwell小室及流式细胞

术分别检测细胞活力、侵袭能力和凋亡。Western印迹法检测SATB2，STAT3，p- STAT3，MMP-2

和Bcl-2蛋白表达。结果：转染pcDNA3.1-SATB2的786-O细胞SATB2蛋白表达明显升高(P<0.05)。

pcDNA3.1-SATB2及不同浓度槲皮素均可抑制786-O细胞活力，且槲皮素可呈现浓度和时间依赖性

抑制细胞活力(P<0.05)。pcDNA3.1- SATB2及槲皮素均可抑制786-O细胞侵袭能力，诱导凋亡，下

调p-STAT3，MMP-2和Bcl-2表达，而联合使用pcDNA3.1-SATB2和槲皮素对786-O细胞侵袭能力、

凋亡及p-STAT3，MMP-2和Bcl-2表达影响更明显(P<0.05)。结论：过表达SATB2可增强槲皮素对肾

癌细胞活力和侵袭能力抑制及凋亡促进作用，机制与抑制STAT3信号通路有关。
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Mechanism of SATB2 gene enhances quercetin on  
growth inhibition of renal cell carcinoma
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Abstract Objective: To investigate the effect of special AT-rich sequence-binding protein 2 (SATB2) gene and quercetin 

on the activity, invasion and apoptosis of renal cell carcinoma (RCC) and its mechanism. Methods: Human renal 

carcinoma 786-O cells were divided into blank group, recombinant pcDNA3.1-SATB2 group, quercetin group 

and pcDNA3.1-SATB2+quercetin group, in which pcDNA3.1-SATB2 was transfected according to Lipofectamine 

2000. After 48 hours in culture, CCK-8, Transwell chamber and flow cytometry were used to detect cell viability, 

invasion and apoptosis. Western blotting was used to detect the expression of SATB2, STAT3, p-STAT3, MMP-2 

and Bcl-2 protein. Results: The expression of SATB2 protein in 786-O cells transfected with pcDNA3.1-SATB2 

increased significantly (P<0.05). pcDNA3.1-SATB2 and quercetin with different concentrations inhibited 786-O  

cell viability, quercetin also inhibited cell viability in a concentration and time dependent manner (P<0.05). 
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肾癌又称为肾细胞癌(rena l  ce l l  c arc i n o ma，

RCC)，起源于肾小管上皮细胞，是常见的泌尿系

统肿瘤之一，其发生发展是一个复杂的生物学过

程，有无限的增殖能力、广泛的侵袭转移能力和强

大的促血管生成功能。除手术治疗早期肾癌效果较

好外，大多数中晚期肾癌缺乏特异性治疗，近些

年的肾癌发病率呈现明显的上升趋势 [1-2]。因此，

寻找有效的肾癌治疗方法尤为重要。核基质蛋白

特异AT序列结合蛋白2(spec ia l  AT-r ich sequence-
binding protein 2，SATB2)是一种重要的核基质结

合蛋白，可通过结合于核基质附着区，从而在基

因转录、表达及染色体组装等过程中发挥重要作

用 [3]。近年的研究 [4]表明：SATB2异常表达参与肿

瘤发生和发展。肾癌组织S AT B 2表达明显降低，

其表达降低与肾癌转移和预后不良有关[5]。目前关

于S AT B 2对肾癌细胞生物学特性的影响及其机制

的研究尚未明确。槲皮素是一种天然的黄酮类化

合物，具有抗肿瘤、抗氧化、降血脂、清除自由

基等多种生物学活性。大量研究 [6-8]证实：槲皮素

对乳腺癌、肝癌、肾癌等多种肿瘤有生长抑制作

用。过表达SATB2是否可增强槲皮素对肾癌细胞生

长的抑制尚不清楚。本研究旨在探讨过表达SATB2
与 槲 皮 素 单 独 、 两 者 联 合 后 对 肾 癌 细 胞 活 力 、

侵袭能力及凋亡的影响，并进一步研究其作用机

制，为肾癌的诊疗提供理论基础。

1  材料与方法

1.1  试剂和仪器

DMEM培养基、胎牛血清(fetal bovine serum，

FBS)购自美国Hyclone生物公司；CCK-8试剂购自

北京鼎国生物公司；Annex in V-FITC/PI细胞凋亡

检测试剂盒、B C A蛋白浓度检测试剂盒均购自上

海碧云天生物公司；SATB2，STAT3，p- STAT3，

MMP-2和Bcl-2抗体均购自美国CST公司；Transwell
小室购自美国Costar公司；Matrigel胶、流式细胞

仪购自美国BD公司；凝胶电泳成像分析系统购自

美国Bio-Rad；酶标仪购自美国Thermo公司。

1.2  细胞培养

人肾癌786-O细胞系购自中国科学院上海细胞

库。细胞用含10% FBS的DMEM培养基培养，放置

于5%体积分数CO 2，37 ℃恒温培养箱中。每天观

察细胞生长状态，且每3 d换液1次。观察细胞长至

80%融合时，使用胰酶消化后传代。实验用生长至

对数期的细胞。

1.3  转染

转染前24 h，在6孔板中加入2 mL无血清培养

基(约2×10 5个细胞)，使转染前细胞达70%~90%融

合度。将提前设计好的重组体pcDNA3.1- SATB2、

空载体pcDNA3.1及按Lipofectamine 2000转染试剂

分别用无血清培养基稀释，将重组体p c D N A 3 . 1 -
S AT B 2 和空载体 p c D N A 3 . 1 分别与 L i p o f e c t a m i n e 
2000混合，制备成复合物。复合物加入6孔板相应

的孔内，并设置空白组。孵箱中常规孵育5 h，更

换含血清的培养液，继续孵育48 h。

1.4  Western 印迹法

细胞中加入适量R IPA裂解液，提取总蛋白。

B C A蛋白浓度检测试剂盒对蛋白进行定量。每孔

上样等量蛋白，经 S D S - PA G E 、转 P V D F 和 5 % 脱

脂 奶 粉 封 闭 膜 后 ， 按 照 1 : 5 0 0 比 例 配 置 S AT B 2 ，

STAT3，p-STAT3，MMP-2和Bcl-2抗体孵育液，加

入孵育盒，4 ℃孵育过夜，洗膜，将1:2 000稀释度

的HRP标记的二抗覆盖在膜上，室温孵育1 h，洗

膜，将ECL滴加在P VDF膜上，Quantit y-One软件

分析各蛋白条带灰度值。实验重复3次。

1.5  CCK-8 法检测细胞增殖能力

以5×103个/孔接种生长至对数期的786-O细胞

于96孔板，于5%体积分数CO 2，37 ℃恒温培养箱

pcDNA3.1-SATB2 and quercetin could inhibit the invasive ability of 786-O cells, induce apoptosis and down-

regulate the expression of p-STAT3, MMP-2 and Bcl-2. The combination of pcDNA3.1-SATB2 and quercetin 

had more significant effects on the invasive ability, apoptosis and the expression of p-STAT3, MMP-2 and Bcl-

2 of 786-O cells (P<0.05). Conclusion: Overexpression of SATB2 can enhance inhibition of cell viability and 

invasion and apoptosis promoting of quercetin on 786-O cells, which may be related to the inhibition of STAT3 

signaling pathway.

Keywords renal cell carcinoma; SATB2 gene; quercetin; STAT3 signaling pathway
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中常规培养24 h。将pcDNA3.1-SATB2转染786-O细

胞及25，50和100 μmol/L槲皮素处理细胞，分别于

培养的24，48和72 h，在每孔中加入10 μL CCK-8
溶液，于5%体积分数CO 2，37 ℃恒温培养箱中培

养2~4 h。使用酶标仪测定450 nm处的吸光度值。

记录结果，进行统计分析。实验重复3次。

1.6  Transwell 小室检测细胞侵袭能力

实验预先铺Matrigel基质胶在Transwell小室的

聚碳酸酯膜上。取生长至对数期的 7 8 6 - O 细胞，

pcDNA3.1-SATB2转染786-O细胞及100 μmol/L槲皮

素处理细胞后，胰酶消化细胞，使细胞悬浮，离

心，用无血清培养基调整细胞浓度为5×105个/mL。

取细胞悬液200 μL加入至Transwell小室上室中，在

下室中加入含血清的培养液500 μL，常规条件下培

养48 h，取出Transwell小室，使用棉签轻轻擦去未

穿透微孔滤膜的上室细胞，PBS漂洗1次，使用多

聚甲醛固定和结晶紫染色后，取下微孔滤膜，固

定载玻片上，显微镜下(×200)随机选择5个视野，

计数基底膜下细胞，拍照，取均值。以穿膜细胞

数表示细胞侵袭能力。每组设置3个复孔，实验重

复3次。

1.7  流式细胞术检测细胞凋亡率

pcDNA3.1-SATB2转染786-O细胞及100 μmol/L 
槲皮素处理细胞48 h，PBS洗涤细胞，胰酶消化细

胞，转移至2 mL EP管中离心，去掉上层水相液，

加细胞培养液，再次离心和去掉上层水相液，结合

缓冲液重悬细胞。计算比例取出1×105个细胞，分

别加入5 μL的Annexin V-FITC和5 μL的PI，充分混

匀，避光静置15 min，再加300 μL的结合缓冲液，

流式细胞仪检测(1 h内)。实验重复3次。

1.8  统计学处理

所有实验数据采用SPSS 21.0软件进行分析，

计量资料用均数±标准差(x±s)表示，多组差异比较

采用单因素方差分析，两两比较采SNK-q检验，以
P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  重组 pcDNA3.1-SATB2 转染 786-O 细胞效果

pcDNA3.1-SATB2转染786-O细胞后，SATB2蛋

白表达明显高于空白组(t=20.796，P<0.001)，而转

染的空载体pcDNA3.1组SATB2蛋白表达与空白组

差异无统计学意义(t=0.330，P=0.753；图1)。

2.2  过表达 SATB2 及槲皮素对 786-O 细胞活力的

影响

通过CCK-8法检测各组细胞活力，pcDNA3.1-
SATB2及不同浓度槲皮素处理786-O细胞24，48和

7 2  h，细胞活力均明显降低，且槲皮素可现浓度

和时间依赖性抑制细胞活力(P<0.05，图2)。选择 
100 μmol/L槲皮素进行后续试验。

图1 Western印迹法检测pcDNA3.1-SATB2转染786-O细胞

效果

Figure 1 Transfection effect of pcDNA3.1-SATB2 on 786-O 

cells detected by Western blot

pcDNA3.1-SATB2

SATB2

GAPDH

pcDNA3.1Blank

图2 过表达SATB2及槲皮素对786-O细胞活力的影响

Figure 2 Effects of overexpression of SATB2 and quercetin on 

786-O cell viability

(A ) CC K- 8法检测过表达S AT B 2后的7 8 6 - O细胞活力； 

(B)CCK-8法检测不同浓度槲皮素处理后的786-O细胞活

力。与空白组或0 μmol/L槲皮素比较，*P<0.05。

(A) 786-O cell viability after overexpression of SATB2 detected by 

CCK-8 assay; (B) 786-O cell viability after different concentrations 

of quercetin treatment detected by CCK-8 assay. Compared with 

blank group or 0 μmol/L quercetin, *P<0.05.
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2.3  过表达 SATB2 及槲皮素对 786-O 细胞侵袭能

力的影响

通过Transwell小室检测各组细胞的侵袭能力，

过表达SATB2及槲皮素均可抑制786-O细胞侵袭能

力，与空白组比较差异有统计学意义( t 1=5.930，
P1<0.001；t2=8.422，P2<0.001)，两者联合组细胞

侵袭能力明显低于pcDNA3.1- SATB2及槲皮素单独

使用(t1=11.114，P1<0.001；t2=8.622，P2<0.001；

图3，表1)。

2.4  过表达 SATB2 及槲皮素对 786-O 细胞凋亡的

影响

过表达SATB2及槲皮素均可诱导786-O细胞凋

亡，与空白组比较差异有统计学意义(P<0.05)，两

者联合组细胞凋亡明显高于pcDNA3.1- SATB2及槲

皮素单独使用(P<0.05；图4，表2)。

2.5  过表达 SATB2 及槲皮素对 786-O 细胞 STAT3

信号通路的影响

通 过 We s t e r n 印 迹 法 检 测 各 组 细 胞 S TAT 3 ，

p-STAT3，MMP-2和Bcl-2的蛋白表达：pcDNA3.1-
S AT B 2 组 和 槲 皮 素 组 p - S TAT 3 ， M M P - 2 和 B c l - 2
表 达 均 明 显 低 于 空 白 组 ( p c D N A 3 . 1 - S AT B 2 组 ：
t p - S TAT 3 = 9 . 6 6 8 ， P p - S TAT 3 < 0 . 0 0 1 ； t M M P - 2 = 1 2 . 1 0 8 ， 
P M MP-2<0.001； t Bcl-2=12.462，P Bcl-2<0.001；槲皮素

组：tp-STAT3=10.465，Pp-STAT3=0.000；tMMP-2=12.444，
P M M P- 2< 0 . 0 0 1； t B c l - 2= 1 3 . 0 0 9，P B c l - 2< 0 . 0 0 1 )，高于

p c D N A 3 . 1 - S AT B 2 + 槲皮素组 ( p c D N A 3 . 1 - S AT B 2
组： t p- STAT3=5.282，P p- STAT3=0.001； t MMP-2=3.363， 
P M M P- 2= 0 . 0 1 0； t B c l - 2= 5 . 5 5 7，P B c l - 2= 0 . 0 0 1；槲皮素

组： t p- STAT3=4.485，P p- STAT3=0.002； t MMP-2=3.027， 
PMMP-2=0.016；tBcl-2=5.010，PBcl-2=0.001)。4组细胞

STAT3表达差异无统计学意义(P>0.05；图5，表3)。

表1 过表达SATB2及槲皮素对786-O细胞侵袭能力的影响

Table 1 Effect of overexpression of SATB2 and quercetin on 

invasive ability of 786-O Cells

组别 穿模细胞数

空白组 211.4±12.8

pcDNA3.1-SATB2组 166.9±9.5*#

槲皮素组 148.2±7.6*#

pcDNA3.1-SATB2+槲皮素组 83.5±5.1

F 100.113

P <0.001

与空白组比较，*P<0.05；与pcDNA3.1-SATB2+槲皮素组

比较，#P<0.05。

Compared with the blank group, *P<0.05; compared with the 

pcDNA3.1-SATB2 + quercetin group, #P<0.05.

图3 过表达SATB2及槲皮素对786-O细胞侵袭能力的影响

Figure 3 Effects of overexpression of SATB2 and quercetin on 

invasive ability of 786-O cells

pcDNA3.1-SATB2Blank

pcDNA3.1-SATB2+quercetinQuercetin

图4 流式细胞术检测过表达SATB2及槲皮素处理786-O细胞后的凋亡率

Figure 4 Apoptotic rate of 786-O cells treated with over-expression of SATB2 and quercetin detected by flow cytometry
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3  讨论

肾癌是常见的泌尿系统肿瘤之一，具有恶性

程度高、易复发和转移的特点，目前以手术切除

和 放 和 / 或 化 疗 为 主 ， 但 效 果 并 不 理 想 ， 尤 其 是

晚期肾癌。近些年来，肾癌的分子靶向治疗成为

研 究 热 点 [ 9 ]。 S AT B 2 基 因 定 位 于 2 号 染 色 体 长 臂

3 3区，在染色体重组和转录、调控等过程中发挥

重要作用，其表达与肿瘤侵袭、淋巴结转移及临

床分期有关 [ 1 0 ]。SATB2可影响肿瘤细胞生长。如

S AT B 2表达减少可增加结直肠癌上皮间质转化，

从而促进癌细胞的侵袭和转移 [ 1 1 ]；胃癌中S AT B 2
表达降低，过表达SATB2可抑制胃癌细胞的增殖和

迁移能力[12]；miR-31可靶向SATB2抑制乳腺癌细胞

的侵袭和迁移能力 [ 1 3 ]。以上研究提示S AT B 2在肿

瘤中的重要作用。但目前S AT B 2对肾癌的影响研

究较少。肾癌组织S AT B 2表达明显降低，其表达

降低与肾癌转移和预后不良有关[5]。本研究将重组

体pcDNA3.1- SATB2转染人肾癌786-O细胞，细胞

SATB2表达明显升高，上调SATB2表达可抑制786-O
细胞活力、侵袭能力，并促进细胞凋亡。这提示上

调SATB2表达可抑制肾癌发展。

我国中药资源丰富，多种中药的有效成分表现

出明显的抗肿瘤作用。槲皮素是一种天然的黄酮类

化合物。近些年研究 [14]表明：槲皮素可抑制多种

肿瘤细胞增殖、侵袭和迁移能力，并促进多种肿瘤

细胞凋亡及增强其他抗肿瘤药物的敏感性。不同浓

度的槲皮素均可抑制肝癌细胞生长，且呈现出浓度

表2 流式细胞术检测过表达SATB2及槲皮素处理786-O

细胞后的凋亡率

Table 2 Apoptotic rate of 786-O cells treated with over-

expression of SATB2 and quercetin detected by flow 

cytometry

组别 凋亡率/%

空白组 2.18±0.23

pcDNA3.1-SATB2组 16.42±1.87*#

槲皮素组 19.11±1.06*#

pcDNA3.1-SATB2+槲皮素组 30.26±2.69

F 134.430

P <0.001

与空白组比较，*P<0.05；与pcDNA3.1-SATB2+槲皮素组

比较，#P<0.05

Compared with the blank group, *P<0.05; compared with the 

pcDNA3.1-SATB2 + quercetin group, #P<0.05.

图5 过表达SATB2及槲皮素对786-O细胞STAT3信号通路的

影响

Figure 5 Effects of overexpression of SATB2 and quercetin on 

STAT3 signaling pathway in 786-O cells

1：空白组；2：pcDNA3.1-SATB2组；3：槲皮素组；4：

pcDNA3.1-SATB2+槲皮素组。

1: blank group; 2: pcDNA3.1-SATB2 group; 3: quercetin group; 4: 

pcDNA3.1-SATB2+quercetin group.

STAT3

p-STAT3

MMP-2

Bcl-2

GAPDH

1  2  3  4

表3 STAT3，p-STAT3，MMP-2和Bcl-2的蛋白相对表达量

Table 3 Relative protein expression of STAT3, p-STAT3, MMP-2 and Bcl-2

组别 STAT3 p-STAT3 MMP-2 Bcl-2

空白组 0.672±0.058 0.201±0.018 0.444±0.039 0.464±0.052

pcDNA3.1-SATB2组 0.659±0.054 0.104±0.012*# 0.192±0.023*# 0.168±0.020*#

槲皮素组 0.655±0.055 0.096±0.010*# 0.185±0.018*# 0.155±0.016*#

pcDNA3.1-SATB2+槲皮素组 0.664±0.059 0.051±0.006 0.122±0.015 0.036±0.005

F 0.050 79.192 93.569 117.588

P 0.984 <0.001 <0.001 <0.001

与空白组比较，*P<0.05；与pcDNA3.1-SATB2+槲皮素组比较，#P<0.05。

Compared with the blank group, *P<0.05; compared with the pcDNA3.1-SATB2 + quercetin group, #P<0.05.
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依赖性 [15]。槲皮素可抑制肾癌细胞增殖、侵袭和

迁移能力，并诱导细胞凋亡 [16-17]。本研究选择25~ 
100 μmol/L的槲皮素处理786-O细胞，发现不同浓

度槲皮素均可抑制786-O细胞活力，且呈现出浓度

及时间依赖性。因此，选择100 μmol/L槲皮素作

为研究对象。细胞侵袭能力及凋亡率检测结果显

示：槲皮素可抑制786-O细胞侵袭能力，并诱导细

胞凋亡，这与既往研究结果一致。过表达SATB2与

槲皮素联合使用后细胞活力和侵袭能力明显低于

过表达S AT B 2或槲皮素单用，凋亡率高于过表达

SATB2或槲皮素单用。提示过表达SATB2可增强槲

皮素对肾癌细胞生长的抑制。

信号转导与转录活化因子3(signal transducers 
and activators of transcription 3，STAT3)是STAT家

族重要成员，在肿瘤发生发展过程中，STAT 3信

号通路持续激活，其激活可导致细胞的增殖异常

和恶性转化，目前已被定义为癌基因 [18]。已有大

量研究 [ 1 9 - 2 0 ]表明：激活肾癌、肝癌等多种肿瘤细

胞中STAT3信号可通过调节下游cyclinD1，MMP-2

和 B c l - 2 等 基 因 表 达 ， 影 响 肿 瘤 细 胞 发 生 发 展 。

细胞基质金属蛋白酶(matr i x  meta l loproteinase，

M MPs)是一类可降解细胞外基质的蛋白溶解酶家

族，对癌细胞的侵袭和迁移有促进作用。M MP-2
为M M Ps家族的重要一员，已有研究 [ 2 1 ]表明：抑

制 M M P - 2 表 达 可 降 低 肾 癌 细 胞 的 侵 袭 和 迁 移 能 
力。Bcl-2家族在细胞凋亡过程中发挥重要作用。

Bcl-2是Bcl家族的抑凋亡蛋白，抑制其表达可促进

肾癌细胞的凋亡[22]。SATB2基因过表达后显著促进

口腔鳞癌细胞的增殖能力，上调磷酸化的STAT3表

达[23]。本研究结果显示：过表达SATB2及槲皮素均

可下调786-O细胞p-STAT3，MMP-2和Bcl-2表达，

联合使用对p-STAT3，MMP-2和Bcl-2表达抑制更明

显。提示过表达SATB2及槲皮素可通过下调STAT3
信号通路抑制肾癌细胞生长。

综 上 所 述 ， 过 表 达 S AT B 2 可 增 强 槲 皮 素 对

7 8 6 - O 细胞活力和侵袭能力的抑制及凋亡促进作

用，机制可能与其抑制STAT3信号通路有关。提示

过表达SATB2及槲皮素联合使用可能是肾癌治疗的

一个新途径。
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