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Janus激酶3通过影响钙池操纵性钙通道促进乳腺癌细胞的迁移
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摘  要：本研旨在探讨Janus激酶3 (JAK3)对乳腺癌细胞迁移能力的影响以及其作用机制。利用siRNA (siJAK3)沉默乳腺癌

MCF-7细胞JAK3的表达，用划痕实验检测细胞迁移能力，用荧光钙成像技术检测钙池操纵性钙通道(store-operated calcium 
channel, SOCC)活性，用Western blot和RT-PCR检测钙池操纵性钙内流(store-operated calcium entry, SOCE)过程中的重要分子

Orai1和STIM1表达水平。结果显示，SOCC抑制剂2-APB对MCF-7细胞的迁移能力有抑制作用。siJAK3转染可显著抑制

MCF-7细胞的迁移能力，降低SOCC活性，下调Orai1和STIM1的mRNA和蛋白表达水平。在JAK3沉默细胞中过表达Orai1或
STIM1，可使MCF-7细胞迁移力恢复。上述结果提示，JAK3通过影响SOCC促进乳腺癌细胞的迁移。
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Janus kinase 3 facilitates the migration of breast cancer cells by store-operated 
calcium channel
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Abstract: The present study was aimed to investigate the effect of Janus kinase 3 (JAK3) on the migration of breast cancer cells and 
the underlying mechanism. The expression of JAK3 in breast cancer MCF-7 cells was silenced by siRNA (siJAK3). The migration 
ability of MCF-7 cells was detected by scratch test. The activity of store-operated calcium channel (SOCC) was detected by fluorescence 
calcium imaging. The expression levels of Orai1 and STIM1, key molecules in the process of store-operated calcium entry (SOCE) 
were detected by Western blot and RT-PCR. The results showed that 2-APB, an inhibitor of SOCC, could inhibit the migration ability 
of MCF-7 cells. siJAK3 transfection significantly inhibited the migration ability of MCF-7 cells, decreased the activity of SOCC, and 
down-regulated mRNA and protein expression levels of Orai1 and STIM1. Over-expression of Orai1 or STIM1 in JAK3-silenced cells 
restored their migration ability. These results suggest that JAK3 facilitates the migration of breast cancer cells by SOCC.
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研究论文

乳腺癌是一种发生于乳腺腺上皮组织的恶性肿

瘤，发病率位居女性肿瘤第一位，全球发病率一直

呈现上升趋势 [1]。我国的乳腺癌发病率虽低于西方

国家，但是也在不断增加 [2]。乳腺癌治愈后易复发，

病因也不完全清楚，了解乳腺癌的发生、发展机制，

从而针对性地对乳腺癌进行治疗，是攻克乳腺癌的

关键。

Janus 激酶 3 (Janus kinase 3, JAK3) 是 Janus 激酶
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家族的一员，属于受体酪氨酸激酶，该家族包括

JAK1、JAK2、JAK3 和 TYK2。JAK/signal transducers 
and activators of transcription (STAT) 是一条非常重

要的信号通路，许多细胞因子 [ 例如干扰素 (inter-
feron, IFN) 和白细胞介素 -2 (interleukin-2, IL-2) 等 ]
和生长因子 [ 例如表皮生长因子 (epidermal growth 
factor, EGF) 和集落刺激因子 (colony stimulating factor, 
CSF) 等 ] 都通过该信号转导通路诱导细胞的增殖、

分化和凋亡 [3]。JAK3 在肿瘤中高表达，其表达水

平与肾细胞癌 [4]、肾移植急性排斥反应 [5] 和淋巴

瘤 [6] 发生密切相关，另外，JAK-STAT 信号通路异

常活化可引起血液系统肿瘤 [7]、肺癌 [8]、乳腺癌等 [9]

发生。Cotrala 等 [10] 研究显示，STAT5 在大多数乳腺

癌病例中表达并进行酪氨酸磷酸化和核转位；而在

前列腺癌患者中，STAT5 表达水平也明显升高 [11]；

Kurosawa 等 [12] 研究显示，STAT1 磷酸化程度与

乳腺癌恶化和致死率呈正相关。Yan 等研究显示，

JAK3 缺失可导致乳腺癌细胞内 Ca2+ 浓度 ([Ca2+]i) 降
低，但并未进一步观察 JAK3 对肿瘤细胞增殖的

作用 [13]。

细胞内 Ca2+ 参与调节多种细胞功能，包括细胞

增殖、迁移、兴奋、胞吐和死亡 [14–16]。调节 [Ca2+]i

的机制包括 Ca2+ 内流、Ca2+ 外排、Ca2+ 库的储存和

释放。这些机制协同合作，保持细胞内钙稳态，维

持细胞的正常功能。在非兴奋性细胞包括肿瘤细胞

中，Ca2+ 内流主要依赖于钙池操纵性钙通道 (store- 
operated calcium channel, SOCC)。当内质网内 Ca2+

浓度下降到一定程度时，位于内质网膜上的 STIM 
(stromal interaction molecule) 移动至与细胞膜蛋白

Orai 接近的位置，活化 Orai 通道引起 Ca2+ 内流，启

动钙池操纵性钙内流 (store-operated calcium entry, 
SOCE)，从而补充钙库。在人和脊椎动物体内，STIM
存在 STIM1 和 STIM2 两种同系物，Orai 存在 Orai1、
Orai2 和 Orai3 三种异构体 [17]。其中，Orai1 和 STIM1
复合体是 SOCC 的主要形式 [18]。Orai1 的表达水平

与结肠癌和乳腺癌的预后密切相关 [13, 19-23]。Huang
等 [21] 研究显示，下调 STIM1 表达可抑制缺氧驱动

的肝癌发生。在人胶质母细胞瘤细胞系 U251 和宫

颈癌细胞中，敲减 STIM1 基因可通过抑制细胞增

殖周期转换影响 DNA 复制和蛋白质合成，从而抑

制肿瘤细胞的生长 [13, 22, 24]。下调 STIM1 表达可抑

制肝癌细胞 [25]、宫颈癌细胞和胰腺癌细胞的生长 [12]。

肿瘤细胞的高侵袭力和转移力是肿瘤细胞的恶性化

表型，也是肿瘤研究的靶点之一，受细胞自身状态

和微环境的影响。Orai1 和 STIM1 介导的 SOCC 能

通过调控 [Ca2+]i，从而促进肌肉瘤细胞 [26] 和结肠癌

细胞 [27] 的迁移。本研究组前期的研究显示，JAK3
的缺失导致乳腺癌细胞内 SOCC 活性降低 [13]，但

JAK3 是否通过 Orai1 影响 SOCC 以及 JAK3 对乳腺

癌迁移的作用目前尚不清楚。本研究旨在探讨

JAK3 对乳腺癌细胞增殖的影响以及其作用机制，

以人乳腺癌细胞系 (MCF-7) 迁移力为研究指标，观

察 JAK3 被沉默后 SOCC 活性及其组分蛋白 Orai1
和 STIM1 蛋白表达的变化。

1  材料与方法

1.1  细胞培养和试剂　　人乳腺癌细胞株 MCF-7 
( 购自中国科学院细胞库 )，复苏后接种于 MEM
培养基 (Gibco 公司，含 10% 牛血清 )，37 °C、5% 
CO2 条件下培养。SOCC 抑制剂 2-APB 购自英国

Tocris 公司。

1.2  基因沉默　　用含 25 nmol/L siRNA 的 Dharma-
FECT® 转染试剂 (Thermo Scientific Dharmacon RNA 
Technology 公司，美国 ) 孵育细胞 24 h。siRNAs 分
别为 siJAK3 (siRNAs targeting JAK3)、siOrai1 (siRNAs 
targeting Orai1)、siSTIM1 (siRNAs targeting STIM1)
和阴性对照 siRNA (siNEG, non-targeting)，购买自

美国 Dharmacon RNA 科技有限公司。使用各 siRNA
处理的细胞分别为 siJAK3 组、siOrai1 组、siSTIM1
组和 siNEG 组。转染后第二天检测干扰效率。

1.3  基因过表达　　腺病毒包装载体构建：将鉴定

过的 clontech-Orai1/STIM1 质粒 (Clontech，美国 )
酶切后，琼脂糖凝胶电泳分离纯化后回收含有目的

基因的片段，使用 T4 连接酶连接至人工合成的腺

病毒载体 (Clontech 公司，美国 )，转化后扩增，采

用有限稀释法挑选阳性单克隆、摇菌、抽提质粒、

酶切鉴定。将构建成功的质粒经酶切线性化后，使

用 Lipofectamine 2000 转染试剂盒 (ThermoFisher 公
司，美国 ) 转染 HEK293A 细胞 (Clontech 公司，美国 )
包装，扩增纯化并提取病毒基因组酶切鉴定。按照

Clontech 公司腺病毒纯化试剂盒 (Clontech 公司，美

国 ) 的操作步骤，在 siJAK3 组细胞内分别加入重

组腺病毒 Ad-Orai1/STIM1 以及对照 Ad-GFP ( 绿色

荧光蛋白 )( 苏州赛业生物 )，孵育 4 h 后补充培养基，

继续感染 40 h。检测转染效率达 80% 后用于实验。

将这些 siJAK3 转染的细胞分为 Orai1 过表达 (OE-
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Orai1) 组、STIM1 过表达 (OE-STIM1) 组和阴性对

照 (NC) 组。

1.4  划痕实验　　准备细胞悬液，调整细胞浓度为

3 × 105 个 /mL，在划痕插件 (ibidi，德国 ) 中每孔加

入 70 μL 细胞悬液，倒置显微镜下记录各组细胞 0、
24 h 的划痕距离差以及面积差。

1.5  钙成像技术　　采用 Fura-2/AM (1 μmol/L，
Invitrogen 公司 ) 为 Ca2+ 的光指示剂。MCF-7 细胞

与 Fura-2/AM 在 37 °C 孵育 15 min 后在倒置荧光显

微镜下 (Axiovert 100，蔡司 ) 进行 Ca2+ 浓度测定。

激发光波长为 340 或 380 nm，在 505 nm 处进行荧

光采集数据后用数据处理软件 Metafluor (MD 公司，

美国 ) 进行分析。[Ca2+]i 以 340/380 nm 荧光强度比

值表示。SOCE 的测定：运行 Metafluor 软件进行实

时监测，首先以零 Ca2+ 溶液 (mmol/L：NaCl 125，KCl 5，
MgSO4 1.2，HEPES 32.2，Na2HPO4 2，CaCl2 0，EGTA 
0.5，葡萄糖 5，pH 7.4) 灌流细胞，稳定后加入

thapsigargin (1 μmol/L) 检测钙池释放 Ca2+，然后灌

流细胞外液 (mmol/L ：NaCl 125，KCl 5，MgSO4 1.2，
HEPES 32.2，Na2HPO4 2，CaCl2 2，葡萄糖 5，pH 7.4)，
检测钙池清空后细胞外 Ca2+ 的流入，持续记录 10 min。
1.6  Western blot　　以细胞裂解液提取各组细胞总

蛋白，BCA 测定蛋白浓度。以 50 g 蛋白上样，用

10% SDS-PAGE 胶垂直电泳分离电泳。电泳结束后，

将蛋白转至 PVDF 膜，用含 5% 脱脂奶粉室温封闭

1 h 后，用含抗 Orai1 抗体 (1:1 000, Abcam) 抗体、

抗 STIM1 抗体 (1:1 000, Abcam)、抗 JAK3 抗体 (1: 
1 000, Abcam) 和抗 GAPDH 抗体 (1:1 000, Abcam)
孵育过夜，TBS 清洗 3 次，每次 5 min，加入辣根

过氧化物酶标记的抗体 (1:2 000，碧云天 ) 室温孵

育 2 h，再用 TBS 清洗 3 次，ECL 发光剂 ( 碧云天 )
孵育 1 min，在暗室中曝光和显影。所用内参为

GAPDH，条带灰度分析使用 Quantity One 软件系统。

1.7  实时荧光定量 PCR (real-time quantitative PCR, 
RT-PCR)　　siRNA 转染 24 h 后，利用 TRIzol 裂
解液 ( 碧云天 ) 提取细胞 RNA，通过检测 OD260
和 OD280 计算 RNA 浓度和纯度，用琼脂糖凝胶电

泳检测完整性。按照反转录试剂盒 ( 碧云天 ) 的实

验步骤在 PCR 扩增仪 (LightCycle 480II, Roche) 上
进行反转录反应，反应条件如下：50 °C，10 min ；

95 °C，10 min。取反应液进行实时荧光定量 PCR，
按照 SYBR®Premix Ex TaqTM II 试剂盒 (TAKARA
公司，日本 ) 实验步骤进行荧光定量 PCR 操作。引

物由上海生工设计并合成。各引物序列为：tbp 上

游引物：5’-ACTCCTGCCACACCAGCC-3’ ；下游

引物：5’-GGTCAAGTTTACAGCCAAGATTCA-3’，
产物长度 218 bp ；jak3 上游引物：5’-GTGTGTGC-
TGCTATGCCTAC-3’ ；下游引物：5’-TGCTCAGA-
CCAGTCCTCAAG-3’，产物长度 156 bp ；Orai1 上
游引物：5’-CGTCCACAACCTCAACTCC-3’ ；下游

引物：5’-AACTGTCGGTCCGTCTTAT-3’，产物长

度 241 bp ；stim1 上 游 引 物：5’-CTTGGCCTGG-
GATCTCAGAG-3’ ；下游引物：5’-TCAGCCATTG-
CCTTCTTGCC-3’，产物长度 286 bp。PCR 反应体

系为 20 μL，包含 10 μL SYBR Premix、cDNA 模板

2 μL，上下游引物各 0.6 μL 及 DEPC 水 6.8 μL。反

应条件为：95 °C 预变性 2 min，95 °C 变性 15 s，
58 °C 15 s，68 °C 延伸 20 s，共 40 个循环，检测

Orai1、stim1、jak3 和 tbp mRNA 表达水平。tbp mRNA
表达水平作为内参。

1.8  细胞增殖实验　　调整细胞悬液浓度为 1 × 105

个 /mL，接种于 96 孔板中，每孔 100 μL，待细胞

生长至 80% 融合后，每孔加入 5 mg/mL MTT 试剂

( 碧云天 ) 10 μL，37 °C 孵育 4 h，弃上清液，PBS
清洗后加入 DMSO 100 μL，摇床震荡 10 min，于

酶标仪 492 nm 处检测吸光度 OD 值。细胞活性 = 
(OD 实验孔 − OD 空白孔 ) / OD 空白孔。

1.9  统计分析　　数据用 mean ± SD 表示。统计

学分析采用 SPSS 17.0 软件。两样本平均值比较

采用 Student’s t 检验，多组间比较采用方差分析，

两两比较采用 LSD 法，P < 0.05 时认为差异具有

显著性。

2  结果

2.1  siRNA的基因沉默效果

RT-PCR 结果显示，与 siNEG 组 (0.35 ± 0.03)
相比，siJAK3 组 jak3 mRNA 表达水平 (0.11 ± 0.02)
显著下降，差异具有显著性 (P < 0.01) ；与 siNEG
组 (0.42 ± 0.13) 相比，siOrai1 组 Orai1 mRNA 表达

水平 (0.14 ± 0.12) 显著下降，差异具有显著性 (P <  
0.01) ；与 siNEG 组 (0.52 ± 0.06) 组相比，siSTIM1 组

stim1 mRNA 表达水平 (0.16 ± 0.23) 显著下降，差异

具有显著性 (P < 0.01)。以上结果表明沉默效果较好，

达到后续实验要求。

2.2  SOCC通道抑制剂对MCF-7迁移的作用

为了筛选出最佳作用浓度，我们用不同浓度的
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图   2. JAK3缺失使MCF-7细胞的迁移力降低

Fig. 2. JAK3 deficiency decreased the migration of MCF-7 cells. Scale bar, 100 μm. Means ± SEM, n = 5. ***P < 0.001 vs siNEG.

图    1. 2-APB抑制乳腺癌细胞MCF-7增殖和迁移

Fig. 1. Effect of 2-APB on the proliferation and migration capacity of MCF-7 cells. A: Results of MTT assay. B: Scratch test results. 
Scale bar, 100 μm. Means ± SEM, n = 5. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs control (0 μmol/L 2-APB).
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2-APB (10, 25, 50, 75和100 μmol/L)来处理细胞24 h。
MTT 结果显示，与对照组 (0 μmol/L 2-APB) 相比，

100 μmol/L 2-APB 处理的细胞活性显著下降，差异

具有显著性 (P < 0.01，图 1A)。
划痕实验结果显示，与对照组相比，25 和 50 

μmol/L 2-APB 处理的细胞迁移距离显著增大，差异

具有显著性 (P < 0.05，P < 0.001，图 1B) ；25 μmol/L 
2-APB 处理的细胞迁移面积没有显著变化，而 50 
μmol/L 2-APB 处理的细胞迁移面积显著增大，差异

具有显著性 (P < 0.001，图 1B)。该结果表明，抑制

SOCC 活性能够抑制 MCF-7 细胞的迁移能力。

2.3  JAK3缺失使MCF-7迁移力降低

划痕实验结果显示，与 siNEG 组相比，siJAK3
组细胞的迁移距离显著下降，迁移面积明显变小，

差异具有显著性 ( 均 P < 0.001)( 图 2)。该结果表明

JAK3 缺失抑制了 MCF-7 细胞的迁移力。

2.4  JAK3缺失抑制SOCC活性

Thapsigargin能抑制肌浆网钙转运ATP酶 (sarcop- 
lasmic reticulum calcium-transporting ATPases, SERCA)
活性，阻止细胞内 Ca2+ 进入内质网，从而促进内质

网钙池内 Ca2+ 的排空，最终导致细胞膜上 SOCC
开放，Ca2+ 内流进入细胞。钙成像结果显示，与

图   3. JAK3缺失抑制钙池操纵性钙通道(SOCC)通道活性

Fig. 3. JAK3 deficiency inhibited store-operated calcium channel (SOCC) activity. A: Representative traces of fura-2 fluorescence 
ratio before and after extracellular Ca2+ removal and addition of thapsigargin (1 µmol/L), as well as re-addition of extracellular Ca2+ in 
siNEG and siJAK3 MCF-7 cells. B: Slope and peak increase of fura-2 fluorescence ratio following addition of thapsigargin (1 µmol/L).  
C: Slope and peak increase of fura-2 fluorescence ratio following re-addition of extracellular Ca2+ reflecting store-operated calcium 
entry. Means ± SEM, n = 5. ***P < 0.001 vs siNEG.
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图   4. Orai1和STIM1缺失使MCF-7细胞迁移力降低

Fig. 4. Orai1 (A) and STIM1 (B) deficiency decreased the migration of MCF-7 cells. Scale bar, 100 μm. Means ± SEM, n = 5. ***P < 
0.001 vs siNEG.

图  5. JAK3缺失抑制Orai1和STIM1表达

Fig. 5. JAK3 deficiency repressed the expression of Orai1 and STIM1 in MCF-7 cells.. A: Western blot results. B: RT-PCR results. 
Means ± SEM. n = 5. *P < 0.05, **P < 0.05, ***P < 0.001 vs siNEG.
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siNEG 组相比，siJAK3 组由于钙池的排空而导致

的 [Ca2+]i 升高幅值和速度都明显下降，差异具有显

著性 ( 图 3A、B) ；由于钙池排空而激活的 Orai 通
道开放，大量 Ca2+ 内流，与 siNEG 组相比，siJAK3
组 Ca2+ 内流的幅值和速度亦明显下降 ( 图 3A、C)。
该结果表明，JAK3 缺失显著地降低了 SOCC 活性。

2.5  Orai1和STIM1缺失明显抑制MCF-7迁移

划痕实验显示，与 siNEG 组相比，siOrai1 组迁

移距离下降，迁移面积减小，差异具有显著性 ( 均
P < 0.001)( 图 4A)。与 siNEG 组相比，siSTIM1 组

迁移距离下降，迁移面积减小，差异具有显著性

(P < 0.05)( 图 4B)。该结果表明 Orai1 或 STIM1 缺

失明显抑制 MCF-7 细胞迁移能力。

2.6  JAK3缺失使Orai1、STIM1表达量下降

Western blot 结果显示，与 siNEG 组相比，siJAK3
组细胞 Orai1 (P < 0.001)、STIM1 (P < 0.05) 蛋白表

达量明显下调 ( 图 5A)。RT-PCR 结果也显示，与

siNEG 组相比，siJAK3 组细胞内 Orai1 和 STIM1 

mRNA 表达水平明显下调，差异具有显著性 ( 均
P < 0.01)( 图 5B)。该结果表明，JAK3 缺失抑制了

Orai1 和 STIM1 的表达。

2.7  JAK3缺失导致的迁移力下降与Orai1和STIM1
相关

划痕实验结果显示，与 siJAK3 组相比，OE-
Orai1 组细胞迁移距离明显增加，迁移面积也明显

变大，差异具有显著性 ( 均 P < 0.001，图 6B)。与

siJAK3 组相比，OE-STIM1 组细胞迁移距离明显增

加，迁移面积也明显变大，差异具有显著性 ( 均 P <  
0.001， 图 6B)。 该 结 果 表 明， 过 表 达 Orai1 或

STIM1 均可逆转 JAK3 缺失导致的迁移力下降。

3  讨论

本研究结果显示，SOCC 抑制剂 2-APB 能显著

抑制人乳腺癌细胞系 MCF-7 的迁移。多项研究表

明 [Ca2+]i 降低可抑制肿瘤细胞的侵袭 [13, 21, 22, 24, 26, 27] ；

而 [Ca2+]i 升高时，Ca2+/ 钙调蛋白复合体与轻链钙

图   6. Orai1和STIM1过表达使siJAK3细胞迁移力上升

Fig. 6. Over-expression of Orai1 or STIM1 reversed the inhibitory effect of JAK3 deficiency on the migration capacity in MCF-7 
cells. A: Identification of Orai1 or STIM1 over-expression with Western blot. B: Scratch test results. Scale bar, 100 μm. Means ± SEM, 
n = 5. ***P < 0.001 vs siJAK3.
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调蛋白结合蛋白 (light-chain caldesmon, l-CaD) 结
合 [28–30]，l-CaD 从肌动蛋白上解离下来，有利于肌

动蛋白和肌球蛋白结合，促进细胞骨架的调整，有

利于细胞迁移 [31]。也就是说，2-APB 通过抑制 SOCC
导致 MCF-7 [Ca2+]i 降低，从而影响迁移力。我们进

一步分别沉默了 MCF-7 细胞 Orai1 和 STIM1，发

现 Orai1 或 STIM1 的缺失明显妨碍了 MCF-7 的迁

移，从而确认了 SOCC 组分蛋白和乳腺癌细胞迁移

的相关性。

本研究结果显示，利用基因沉默技术沉默

JAK3 后，显著地抑制了细胞的迁移能力。JAK3 的

缺失导致乳腺癌 [Ca2+]i 降低 [32, 33]，且 JAK3 的活化

与肺癌发生密切相关 [34, 35]，提示 JAK3 可能通过提

高 [Ca2+]i 促进癌细胞生长。此外，JAK3 的下游因

子 STAT 蛋白被活化后，许多基因的表达得到上调，

例如热休克蛋白 70 和核因子 κB (nuclear factor κB, 
NF-κB) 等 [3]。值得注意的是，NF-κB 能促进 Orai1/
STIM 的表达 [36]，因而我们推测 STAT 激活后通过

上调 NF-κB 导致 Orai1/STIM 表达增加。JAK3 的缺

失显著下调了Orai1/STIM1 mRNA和蛋白表达水平，

导致 SOCC 活性降低，其机制很可能是 JAK3 沉默

导致 STAT 活化降低，影响了 STAT 入核，通过抑

制 NF-κB 从而下调 SOCC 通道组分蛋白的表达。

为了进一步确认 JAK3 是否通过 Orai1 和 STIM1
影响乳腺癌细胞迁移，我们构建了 Orai1 或 STIM1
过表达细胞株，发现 Orai1 或 STIM1 过表达可使

siJAK 细胞迁移力恢复，表明 JAK3 缺失导致的迁

移力降低可被过表达 Orai1 或 STIM1 而逆转。

综上所述，本研究结果表明 JAK3 通过影响

SOCC 从而调控 MCF-7 细胞的迁移，参与了乳腺癌

的发展。本研究结果还有待于在乳腺癌动物模型或

临床上进行检验。
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