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磷酸化和乙献化修饰对 STAT3 功能的调节
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摘要 STAT3是细胞因子和生长因子受体的胞质转录因子。 当细胞因子与 JAK相连受体结

合时， JAK通过自身磷酸化而被激活，激活后的 JAK可磷酸化一个或多个受体位，是并呈递给 STAT3

而与之结合。随后 STAT3 发生 Tyr705 和 Ser727 位点的磷酸化并从受体上解离，而后转移至细胞

核中调控基因表达。 近来有研究表明 STAT3 的 Lys685 可发生乙眈化修饰， 并且它对 STAT3 二聚

体的稳定形成非常重要。 为了进一步研究 STAT3的乙眈化与磷酸化修饰之间的关系以及对 STAT3

7舌性调节的影响，本文应用 Westem印迹和荧光素酶报告基因检测等方法发现CBP可以增强 STAT3

Ser727 的磷酸化，增强 STAT3 的转录活性。 此外， ST AT3 Tyr705 去磷酸化能减弱 STAT3 的乙毗化

水平，而且 Tyr705 的磷酸化修饰对 STAT3 的转录活性影响很大。 上述结果对于如何靶向持续激

活的 STAT3 用于肿瘤治疗提供了依据。
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JAK-STAT通路由细胞因子受体激活，这些受体

本身不具有明显的激酶活性但当细胞因子结合使得

受体发生二聚化时，即提供了结合并激活JAK激酶的

信号。 随后 JAK 磷酸化 STATs，使后者发生同源或

异源二聚化， 并移至细胞核内，结合到靶基因专一性

识别元件上，从而激活靶基因转录[ 1 -4 1 0 JAK-STAT 

通路参与细胞的分化、 增殖、凋亡和免疫应答等多

种过程[ 31 。目 前被鉴定的 STATs 共有七种， 包括

STAT1-STAT4、 STAT5a、 STAT5b 和 STAT6 [31 。 在

人类多种癌症以及转化的细胞系中， STATs呈持续激

活状态，尤其是 STA口，活化的 STAT3 是多种肿瘤

或细胞发生癌症转化和抗凋亡所必需的[5 1 0

STAT3接受信号时Tyr705位点被JAK激酶磷酸

化，之后两者相互结合形成活化状态的二聚体[句，而

STAT3 的 Ser727 位点是经 JNK 磷酸化[7l，两个磷酸

化均在细胞因子和生长因子的剌激下发生[61 。 然而

Ser727 磷酸化修饰的功能并不是很明确，先前报道

Ser727磷酸化可使STAT3 的转录功能活性达到最大[町，

最近又发现 MAPKs 可以负调控 STAT3的信号传递，

并同时引起 Ser727 的磷酸化[剖，这使得 Ser 磷酸、化的

功能变得复杂。 此外另有证据表明线粒体中 STAT3

作用于 Ras 引起的致癌性转化依赖于 Ser727 而不是

Tyr705 的磷酸化[ 1 01 。 这些更加说明 Ser727 和 Tyr705

磷酸化功能之间的关系很复杂 。

近年来研究发现乙酌化修饰参与很多转录因子

以及酶的活性调节 。 例如乙酌化可以调节 p5 3 与

DNA 的结合活性、结合稳定性以及与其它因子的相

互作用 [ 1川1 0 CBP (cAMP-responsive element-binding 

protein (CREB)-binding protein)介导的 Lys 乙酷化可以

和 Ser磷酸化一起调节 IFNα 引发的信号转导通路[日]。

乙酷化还可以调控尿素循环中氨甲酷磷酸合成酶

(carbamoy 1 phosphate synthetase 1, CPS 1)的活性，调

节尿素循环[ 141 0 Yuan 等川报道了在细胞因子刺激下，

STAT3 单个氨基酸残基 Lys685会被组蛋白乙酌基转

移酶 p300 或者 CBP 乙酌化修饰，并且这些修饰对

STAT3 形成稳定的二聚体从而激活转录是必需的 。

STAT3K685R突变体的 Tyr和 Ser仍然能够发生磷酸

化，而且能转运到细胞核中 ， 但它形成二聚体和结合

DNA 的能力减弱。晶体结构分析揭示了 STAT

(STAT1和 STAT3)、核因子 NF-KB (Rel)和 p53 以相

似的拓扑结构与 DNA 结合[11 。 提示 p53 可能是通过

C端乙酷化来改变其构象从而调节与 DNA结合活性

的。类似的，对 RelA 来说， 二聚体结构域的 Lys 乙

酌化增强了它与 DNA 的结合活性。 研究的结果表明

STAT3 乙酌化提高转录活性的机制可能与 NF-KB ，
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p53 的乙酌化相类似[1]。另外有研究表明在 IFNα 的

剌激下 STATl也会发生乙酌化，但它是使 STATl 去

磷酸化从而失去转录活性的一个计时器，对 STATl

的转录是起负调控作用的[ 1 5 ] 。

然而，乙酌化对 STAT3 的转录活性影响并没有

被详细地研究过，它和 STAT3 Tyr 以及 Ser 磷酸化

之间的关系也没有得到仔细的阐述。 为了更好地探

讨翻译后修饰之间的相互关系以及对 STAT3 功能的

影响，我们运用 Western 印迹以及荧光素酶报告基因

等方法检测发现CBP可以增强STA T3 Ser727 的磷酸

化以及 STAT3 的转录活性， 另外 Tyr705 的磷酸化对

STAT3 的转录活性影响是最大的，而且 Tyr705 的磷

酸化消失会使得 STAT3 乙酌化水平降低 。 STAT3

的乙毗化和磷酸化作用之间是相互调节的，最终目 的

是调节 STAT3 的转录活性 。

1 材料与方法

1.1 材料、试剂和仪器

人胚肾 293T 细胞株和 pRL-SV40 质粒由中科院

上海生命科学研究院提供 。 质粒 pcDNA3.1-HA

hSTAT3 、 pcDNA3.1-HA-hSTAT3E652K、 pcDNA3.1-

6cMyc-mSTAT3 、 pcDNA3 . 1 -6cMyc-mSTAT3Y705F、

pcDNA3 . 1 -6cMyc-mSTAT3S727A、 pcDNA3.1-6cMyc

mST AT3K685R 、 pcDNA3.1-HA-CBP 、 p2xSIE-lu

ciferase 由美国布朗大学秦槌教授馈赠， pcDNA3.1 

empty vector (EV) 由本实验室提供。 抗体 cMyc 兔

多抗(SC - 789) 、 cMyc 鼠单抗(SC-40) 、 Pho s pho

ST A T3 (p Y705)鼠单抗(SC-8059) 购 自 Santa Cruz 公

司， Phospho-ST AT3(pS727)兔单抗购 自 Epitomics 公

司 ， Acetylated Lysine 兔多抗(9441的购自 Cell Signal

ing 公司 。 二抗 IRDy680标记的羊抗兔抗体， IRDy800 

标记的羊抗鼠抗体购自 LI-COR 公司， Lipofectarnine 

2000 购自 Invitrogen 公司， DMEM 培养液、 Opti

MEM、胎牛血清(fetal bovine serum, FBS)购自 Gibco

公司，双荧光素酶报告基因检测试剂盒购自 Promega

公司 ， PCR高保真酶PrimeSTAR HS DNA Polymerase 

购自 TaKaRa 公司 ， DpnI 购自 NEB 公司， IFNα 由本

实验室提供。 发光检测仪购 自 Promega 公司 ， 红外

激光扫描成像系统购 自 LI-COR 公司 。 Western 印迹

湿转转膜仪购自 Bio-Rad 公司 。

1.2 方法

1.2.1 载体构建及定点突变 设计突变引物上下

游两条，其中引物包含突变位点， hSTAT3K685R 上

- 研究论文 ·

游引物: 5'-GCATTCGGAAGGTATTGTCGGCCAGA

GAGC3'，下游引物: 5'-GCTCTCTGGCCGACAA T AC-

CTTCCGAATGC-3'; hSTAT3Y705F 上游引物 5'- ..... 

GCGCTGCCCCATTCCTGAAGACCAAGTTT ATC-3' , 

下游引物: 5'-GATAAACTTGGTCTTCAGGAATGGG-

GCAGCGC-3' ; hSTAT3S727A上游引物: 5'-CCTGCC-

GATGGCCCCCCGCACTTT AGATTCA-3'，下游引物:

5'-TGAATCTAAAGTGCGGGGGGCCATCGGCAGG-

3' ， 以带相应目的基因的质粒为模板进行 PCR 扩增，

PCR产物经 DpnI 消解质粒模板后转化到 DH5α感受

态中， 15 h 挑取克隆井用双酶切和测序鉴定，保存突

变成功的质粒 。

1.2.2 细胞培养及转染 将 2归T细胞培养于含 10 %

FBS 的 DMEM 培养液中(内含 1 mmol/L 谷氨毗胶、

100 U/ml 青霉素和 100 g/L 链霉素)，置于 37 .C 、

5% CO2 饱和湿度下培养， 每 2 天传代一次 。

转染前一天，使用无抗生素培养液接种 293T 细

胞于六孔板中 ( 5xl0 5 个/孔) ， 第二天细胞长至

90%-95% 时开始转染 。 具体步骤见 Lipofectamine 

2000 试剂盒说明书 。

1.2.3 免疫沉淀 在收集好的细胞中加入 500μl

裂解液(1 % TritonX-100 溶于 PBS ， 加入 20μg/ml

Aprotinin 、 20μg/ml Leupeptin 、 10 mol/L NaF 、

10 mol/L Na3V04 、 1 mollL PMSF), 4 .C旋转 1 h 使其

充分裂解， 20000 g 离心 20 rnin，取上清液， 加入一抗

(2μg/ml) ， 4 .C混合过夜， 再加 20μ1 Protein NG 混合
4-6 h 。 之后用裂解液洗涤 beads 1 次， 再用 PBS 洗

涤 beads 3 次 。 最后加 20μ1 2xSDS 蛋白上样缓冲

液煮沸 10 min 后离心，吸出液体后进行 SDS-PAGE

电泳 。

1.2.4 Western 印迹 取 50μg 蛋白样品， 加入 5x

SDS 蛋白上样缓冲液煮沸 10 rnin后在 10% SDS-PAGE 

胶中分离， 并转移至硝酸纤维素膜上。 用 5% 牛奶室温

封闭 2h 之后，加一抗(1 : 1 仪泊， 5% BSA稀释) 37 .C温

育2h，然后用 IRDy680标记的羊抗兔抗体或IRDy800

标记的羊抗鼠抗体作为二抗(1 : 15 000 , 5% BSA 稀

释) 37 .C温育 1 h，检测荧光 。

1.2.5 荧光素酶报告基因检测 将293T细胞接种

于 24 孔板中，第二天转染 p2xSIE-luciferase 、 pRL

SV40 和实验组质粒，方法同 1. 2.2 。 转染之后 24 h 

加药物处理细胞 6 h，再加 PLB 裂解液裂解细胞，用

荧光素酶报告基因检测试剂盒检测荧光素酶值和内

参海肾荧光素酶值， 取两者的比值作统计，比较差异。

、J

、J
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2 结果

2.1 定点突变体的构建及鉴定

STAT3 分为 N 端 、 卷 曲螺旋区 、 DNA 结合结

构域、 SH2 结构域以及转录激活结构域(图 lA) 。 研

究表明在细胞因子处理下， 活化的 STAT3 Tyr705 和

Ser727 位点会发生磷酸化， Lys685 位点会发生乙酌

化， 三个位点的修饰对它自身的转录激活有重要的意

义[1 ，6] 。 为了进一步弄清这些修饰之间的相互关系以

及对 STAT3 转录活性影响的差别 ， 我们构建了一系

列突变体: HA-hSTAT3K685R 、 HA喃hSTAT3Y705F、

HA-hST AT3S727 A、 HA-hSTA T3K685RY705F、 HA

hST A T3K685RS727 A 、 HA-hSTAT3Y705FS727 A 、

HA-hSTAT3K685RY705FS727 A，经测序鉴定完全正

确 。

为 了对 6cM yc -ST A T 3 Y705F 和 6 c M yc 

STAT3S727A突变体做进一步的验证， 我们将CBP和

STAT3 野生型(wild type, WT)或者 STAT3 突变体共

转染， 48 h 后加 IFNα (1 000 U/ml)处理 15 min ， 再收

117 

集细胞裂解， 然后对其进行 Wes tern 印迹验证。可

以看到 STAT3Y705F用 Tyr705 磷酸化抗体检测时无

条带(图 1B ) 。 同样 STAT3S727A 在 Ser727 磷酸化

抗体的作用下也检测不到条带(图 lC) 。 说明突变体

是不会发生相应突变位点的磷酸化的，进一步表明突

变成功 。 此外， 野生型 STAT3 加上 CBP 的实验组与

对照组相比， 不论内源远是过表达的外源Ser727的磷

酸化水平都升高(图 l C ) 。

2.2 不同位点突变对 STAT3 整体乙酿化的影晌

293T 细胞转染 STAT3 和 CBP 48 h 后， 加 IFNα

(1000 U/ml)处理 15 min，然后裂解细胞，加 anti-cMyc

抗体做免疫沉淀实验， 再用 Acetylated Lysine 抗体检

测 STAT3 的乙酷化水平 。 我们发现转染了 CBP 的

实验组(CBP+野生型STAT3)相对于没有转染CBP的

对照组(野生型 STAT匀， STAT3 的乙酌化水平明显增

强。另外在过表达 CBP 的情况下， 突变体 Y705F 的

乙酌化水平相对于野生型 STAT3 明显减弱( 图 2) 。

在 CBP 存在时， 突变体 K685R 的乙酌化程度与野生

(A) 

N-terminal Coiled-coi l DNA-binding Linker SH2 Transactivation 

Site-directed R685 F705 A 727 ←一一-一一=- K685 Y705 S727 mutatIon I I I 
囚

(B) 

令伊 2
.~ ，"伞 "，"v' . ， 1于3CmycδTAT3 龟， 怂 式与 牛

HA-CBP: - - + + + + 
IFNα + + + + + + 

.....iII画

-Myc-STAT3 

(c) 

Myc-STAT3: ~ ~" .:，_"，cl乎非 余冬i J rr\ν 今
‘气与 专

HA -CBP + + + + 
IFNα ++ + + + + 

|__ = a::::::s ~ _..|:pg7311130 

-Myc-STAT3 

Fig.l The construction and identification of mutated ST A T3 
A: domains and the modificated sites of STAT3; B: analysis of the successful construction of STAT3Y705F mutant; C: analysis of the successful 
construction of ST A T3S727 A mutant. 
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生
龟，

CBP, Y705F突变体较野生型STAT3的荧光素酶表达

值都显著降低。 而不论CBP存在与否， S727A和 K685R

突变体的荧光素酶表达值相对于野生型 STAT3 来说

变化都不是很明显 。

2.4 不同突变位点对 IFNα 诱导 STAT3 活性的

影响

在细胞因子的处理下， STAT3 会发生磷酸化和

乙酌化的修饰， 形成二聚体，并转移到细胞核中，促

进目的基因的转录口， 1 6] 。 为了研究不同突变位点在

IFNα诱导下对 STAT3 转录活性的影响，我们做了荧

光素酶报告基因检测实验， 在 293T 细胞中转染

p2xSIE-Luc 、 pRL-Sv40 和 STAT3，转染 30 h 之后收

集细胞并裂解，做荧光素酶报告基因检测并分析得到

图 4A。 图 4B 是在转染质粒 24h 后，加入 IFNα (1ωo

U/rnl) 处理 6 h，再裂解细胞检测得到。 如图 4A 所示，

在IFNα处理之前各突变体荧光素酶表达值差异不是

很大 。 但在 IFNα 处理之后， 差异明显增大(图 4B ) 。

在干扰素的诱导下， STAT3 的单突变体 Y705F、双

突变体 K685RY705F 和 Y705FS727A 、 三突变体

K685RY705FS727 A的荧光素酶表达值和野生型相比

都明显下降，说明它们的转录活性降低，但是这四个

突变体之间的转录活性并没明显差异 。 此外 STAT3

的单突变体 K685R 、 S727A、 双突变体 K685RS727A

的转录活性与野生型相比下降不是很明显 。

型 STAT3 相比明显下降，不过乙毗化并没有完全消

失(图 2 ) 。

2 .3 CBP 乙酷化调节对 STAT3 转录功能的影响

基于有转录活性的 STAT3 可以便带 SIE 启动子

的 p2xSIE-luciferase 质粒荧光素酶表达增强，我们用

p2xSIE-l uciferase质粒做了荧光素酶报告基因检测实

验来进一步研究在CBP 的作用下 STAT3突变体的转

录活性的变化 。 我们转染 p2xSIE-Luc 、 pRL-Sv40 、

STAT3以及 CBP 到 293T细胞中， 转染 30h 之后裂解细

胞，做荧光素酶报告基因检测实验并分析得到图 3 。

从图 3 中看到加了 CBP 的实验组荧光素酶表达值较

对照组有明显增高，这说明 CBP 可以增强 STAT3 野

生型和突变体的转录活性 。 而且不论是否共转染

"c.,'ç ~"\'?- , q.,c.,'I;-

矿〈子' 守J

+ + + 
+ + + 

-++ 

代

一

句

A
Y一

-
E
+ 

旦旦旦
+ 

11 8 

Fig.2 Analysis of the acetylation level of ST A T3 mutants by 

Western blotting 

、J .... 

3 讨论

为了研究 STAT3 磷酸化与乙毗化之间的关系，

我们构建了一系列的突变体，并用 Western 印迹检测

了突变体的磷酸化和乙酌化水平。 发现在 CBP 存在

的情况下， Ser727 的磷酸化水平会升高，这表明 CBP

可以直接或间接正向调节 Ser727 的磷酸化 。 因为

CBP是STAT3的乙酷化酶川推测这可能和STAT3 的

乙酷化有关， ~iJ乙酌化对Ser727磷酸化的发生是起促

进作用的，这一定程度上与 CBP 增强 STAT3 的转录

活性是一致的 。 我们通过 IP 实验检测到共转染了

CBP 的 STAT3 乙毗化水平和未转染CBP 的相比有显

著增强，这进一步证实了 CBP 是 STAT3 的乙耽基转

移酶。另外相对于野生型 STAT3 ， 突变体 Y705F 的

乙酌化水平有明显减弱(图 2)，这说明 Tyr705 的磷酸

化对 STAT3 乙酷化的发生具有促进作用 。 因为 CBP

会和位于STAT3 C端的转录激活结构域结合[ IMOl，而

Ty r705 就位于该结构域中 ， 故推测这可能是由于

Tyr705 的磷酸化对自身与 CBP 的结合是起促进作用

** •• 
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Fig.3 STAT3 transcriptional activity was estimated in 293T 

cells transfected with or without CBP 
The transcri ptional ac ti vity of STAT3 have significant en hance
ment (** P<O .OI ) when co- transfec ted with CBP compared with 
have no transfec ted with CBP. On the other hand , the transcrip
tional activity of Y705F have signi ficant dec reas巳 ( ** P<O . O I ) com
pared with STAT3WT, whether CB P is present or not 
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的，磷酸化的消失降低了 STAT3 与 CBP 的结合能力，

从而使得乙酷化程度减弱 。 图 2 还证实了 Lys685 是

STAT3的乙酌化位点，因为K68SR突变体的乙酷化程

度明显下降 。 但是 Lys68S 不是它唯一的乙酌化位

点，因为该突变体的乙酷化没有完全消失 。 这和后

来发现的 STAT3 的 Lys679 、 Lys707 、 Lys709 位点

也会发生乙酌化修饰是一致的 [2 1 ] 。
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随后为了研究STAT3 的乙酷化和磷酸、化对自身

转录活性的影响，我们用 STAT3 突变体和 CBP 做了

荧光素酶报告基因检测实验。 结果表明 CBP 可以增

强 STAT3 的转录活性(图匀，而之前通过Western 印

迹实验己证明 CBP 是 STAT3 的乙酌化酶，这表明

STAT3 的乙酌化修饰对自身的转录活性是起促进作

用的 。 此外还发现 Tyr70S 的磷酸化对 STAT3 转录

活性是非常重要的，磷酸化消失后转录活性明显降

低。但 Ser727 的磷酸化和 Lys68S 的乙酌化对 STAT3

的转录活性影响较小 。 之前有研究表明 MAPKs 可

以引起 Ser727 的磷酸化却同时负调控 STAT3 的信号

传递["，这说明 Ser727 的磷酸化可能不是绝对正调控

STAT3 转录活性的。 与此一致的是在 IFNα 处理下，

STAT3 的单突变体 K68SR 、 S727A 和双突变体

K685RS727A的转录活性与野生型相比下降不是很明

显，说明 Ser727 的磷酸化和 Lys685 的乙酌化对转录

活性影响并不大。 这表明 STA凹 的转录活性主要还

是受到 Tyr705 磷酸化的影响 。 而 Lys685 并不是

STAT3 唯一的乙酌化位点[21]，另有研究表明 STAT3

的乙酷化位点 Lys679 、 Lys68S 、 Lys707 、 Lys709

同时突变时， STAT3 的转录活性是明显受到抑制的，

但是当这四个位点突变之后，不仅乙酷化消失， Tyr705 

的磷酸化也同时消失[21] 。 所以说乙酌化对 STAT3 的

Tyr705 和 Ser727 的磷酸化起到正调节的作用，从而

增强 STAT3 的转录活性 。
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Functional Regulation of STAT3 by Phosphorylation and 

Acetylation 岛1odifications

Hong-Xia Xie , Feng-Hui Zeng1, H ong Liu , Hai Jia ng , Yi-Gang Wang* 

(Xin Yuan Institute of Medicine and Biotechnology, College of Lif e Sciences, Zhejiang Sci-Tech University, Hangzhou 310018, China; 

llnstitue of Biochemistry, College of Life Sciences, Zhejiang Sci-Tech Universi纱" Hangzhou 310018, China) 

Abs t ract STAT3 is a cytoplasmic transcriptiona l fa ctor of cytokin e a nd growth factor receptor. When 

cytokine b inds Janus kinases (JAKs)-associated receptor, JAKs are activated by itself phosphorylation. Activated 

J A K c an p hosphorylate one or more receptor chains to generate docking si tes for binding STAT3 , and then STAT3 

is p h osphorylated on Tyr705 and Ser727 sites. Phosphorylated STAT3 dissociate from the receptor a nd form dimers , 

then tr anslocate into the nucleus to regulate the gene expression. Recent studies indicated that Lys685 s ite of STAT3 

can b e modified by acetylation , w hich contributed to the formation of s ta ble STAT3 dimers. In this study, to better 

understand the relationship between acetylation and phosph orylation modification of STAT3 and the important effect 

fo r regulation of STAT3 activity, we u sed Western blot and luciferase reporter a ssay etc to find that CBP can 

e nhance the phosphorylation of Ser727 site and promote the transcriptional activation of STAT3. Moreover, the 

d e p h osphorylation of Tyr705 s tie weakens to the level of STAT3 acetylation . The phosphorylation of Tyr705 site h as 

a g reat influence on STAT3 transcriptional activation. The results p rovide a basis for cancer therapy through how to 

target the s u s tained activated STAT3. 

Key words phosphorylation; acetylation; STAT3 ; transcriptional activation 
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