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ｃＭｙｃ小分子抑制剂１００５８Ｆ４对肾癌７８６０细胞增殖凋亡的影响
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　　摘　要：目的　探讨ｃＭｙｃ小分子抑制剂１００５８Ｆ４对肾癌７８６０细胞增殖、凋亡的影响。方法　采用 ＭＴＴ检测１００５８Ｆ４

对肾癌７８６０细胞增殖的影响，ＦＣＭ检测１００５８Ｆ４对细胞周期及凋亡的作用，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法进一步检测１００５８Ｆ４对ｃＭｙｃ及

其靶基因ｐ２１、ｐ２７和Ｂｃｌ２蛋白表达改变。结果　１００５８Ｆ４可抑制７８６０细胞增殖且呈浓度、时间依赖性，阻止细胞周期于Ｇ０／

Ｇ１ 期，且可诱导细胞凋亡，能明显分别下调和上调ｃＭｙｃ及其靶基因ｐ２１、ｐ２７及Ｂｃｌ２蛋白表达。结论　ｃＭｙｃ小分子抑制剂

１００５８Ｆ４能抑制肾癌７８６０细胞增殖并诱导其凋亡，并呈时间依赖性和浓度依赖性。
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　　ｃＭｙｃ是从鸡病毒Ｖｍｙｃ癌基因和同源物中分离出来的

原癌基因，在细胞增殖、凋亡和分化等进程中起重要作用。ｃ

Ｍｙｃ因基因扩增、染色体易位、突变在多种肿瘤中表达失控，

参与肿瘤进程［１］。通过微阵列和实时定量ＰＣＲ发现ｃＭｙｃ在

肾癌中因基因扩增和染色体易位呈高表达，其表达量与患者的

预后相关［２］。有学者进一步研究证实，ｃＭｙｃ通路在肾癌中呈

持续活化状态，体外ＲＮＡｉ技术沉默ｃＭｙｃ基因能有效抑制肾

癌增殖、凋亡并可调节相应下游分子［３］，但基因沉默对于肿瘤

细胞的靶向作用有限。

ｃＭｙｃ编码产物为转录因子，主要与 Ｍａｘ蛋白形成二聚

体调节相应下游分子从而调节肿瘤进程。１００５８Ｆ４是ｃＭｙｃ

小分子抑制剂，可下调ｃＭｙｃ蛋白表达并特异性阻止ｃＭｙｃ

Ｍａｘ复合物形成
［４６］。因此，本次实验预用ｃＭｙｃＭａｘ二聚体

小分子抑制剂１００５８Ｆ４研究其对肾癌７８６０细胞增殖和凋亡

的作用，探讨其潜在治疗作用。

１　材料与方法

１．１　细胞系和主要试剂　７８６０细胞株由本室保存，ａｎｔｉｃ

Ｍｙｃ、ａｎｔｉＢｃｌ２、ａｎｔｉｐ２７、ａｎｔｉｐ２１和ａｎｔｉβａｃｔｉｎ的一抗及辣根

过氧化物酶标记的抗鼠ＩｇＧ 均购自 ＳａｎｔａＣｒｕＺ公司，ＲＰ

ＭＩ１６４０和小牛血清购自Ｇｉｂｃｏ公司，ＭＴＴ购自美国Ｓｉｇｍａ公

司，１００５８Ｆ４购自Ｓｉｇｍａ公司。

１．２　细胞培养　人肾细胞癌７８６０细胞用含１０％新生牛血清

的ＲＰＭＩ１６４０培养液，置于３７℃、含ＣＯ２ 体积分数为５％的培

养箱中培养，常规换液传代。

１．３　ＭＴＴ检测　取对数期生长的７８６０细胞２～５×１０
４ 个／

ｍＬ１００μＬ接种于９６孔板，待细胞贴壁后加入图１Ａ所示浓度

的１００５８Ｆ４，将其每组细胞做５个复孔，３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱

中孵育，培养不同的时间点后，每孔加入 ＭＴＴ（５ｍｇ／ｍＬ）２０

μＬ，继续培养４ｈ，弃上清液，每孔加１５０μＬＤＭＳＯ，用酶标仪

５７０ｎｍ处测吸光度值。细胞增殖活力按公式计算：细胞生长

抑制率＝［１－（ＯＤ实验－ＯＤ调零）／（ＯＤ对照－ＯＤ调零）］×

１００％。

１．４　ＦＣＭ检测　取对数生长的７８６０细胞接种于５０ｍＬ培

养瓶中，待细胞贴壁后加入６０、１００μＭ的１００５８Ｆ４，加药后继

续培养细胞２４ｈ，用０．２５％胰酶消化，ＰＢＳ洗３次，６００×ｇ离

心５ｍｉｎ，加入７０％乙醇固定细胞，１０００×ｇ离心１０ｍｉｎ去固

定液，加入碘化丙啶染色液［１×ＰＢＳ，０．１％ＴｒｔｏｎＸ１００，碘化

丙啶（２０μｇ／ｍＬ），ＲＮａｓｅＡ（１００μｇ／ｍＬ）］，室温染色３０ｍｉｎ，

上流式细胞仪分析细胞周期，采用ＰＩ／ａｎｎｅｘｉｎＶ染色用于检

测细胞凋亡，取１×１０５ 个细胞加入５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＰＥ及１０

μＬ的７ＡＡＤ，轻轻混匀，避光保存２０ｍｉｎ，加入２００μＬ缓冲

液，立即用流式细胞仪检测细胞凋亡。

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测　细胞用预冷的ＰＢＳ洗３次，用细

胞刮收集细胞于离心管中，８００×ｇ离心５ｍｉｎ，转移到ＥＰ管

中，３０００×ｇ离心５ｍｉｎ，加入ＲＩＰＡ裂解液，冰上放３０ｍｉｎ，

１３０００×ｇ离心３０ｍｉｎ收集上清液，用考马斯亮蓝于酶标仪上
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测浓度，加入蛋白上样缓冲液１００℃变性５ｍｉｎ，每个上样孔上

相同浓度的蛋白，每孔约５０μｇ，ＳＤＳＰＡＧＥ，半干转于ＰＶＤＦ

膜上，５％脱脂奶粉封闭３ｈ，一抗４℃过夜，ＴＢＳＴ洗膜３次，

每次１０ｍｉｎ，二抗室温孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜，３次／１０ｍｉｎ，ＥＣＬ

显色。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析，结果

以狓±狊表示，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　１００５８Ｆ４抑制肾癌细胞７８６０增殖及ｃＭｙｃ蛋白表达　

ＭＴＴ检测结果显示，加入ｃＭｙｃ小分子抑制剂１００５８Ｆ４后，

抑制肾癌细胞７８６０增殖，且呈浓度依赖性（犘＜０．０５，图１Ａ）

和时间依赖性（犘＜０．０５，图１Ｂ），Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测结果显

示１００５８Ｆ４能明显抑制ｃＭｙｃ蛋白水平表达，并呈浓度依赖

性（犘＜０．０５），见图１Ｃ。

图１　　１００５８Ｆ４对肾癌７８６０细胞增殖及ｃＭｙｃ

蛋白表达的影响

　　Ａ：细胞周期分布（犘＜０．０５）；Ｂ、Ｃ、Ｄ：流式细胞术检测细胞凋亡，Ｂ

为对照组，Ｃ为６０μｍ１００５８Ｆ４，Ｄ为１００μＭ１００５８Ｆ４。

图２　　１００５８Ｆ４对肾癌７８６０细胞周期和凋亡的影响

图３　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测１００５８Ｆ４对肾癌７８６０

细胞ｐ２１、ｐ２７和Ｂｃｌ２蛋白表达

２．２　１００５８Ｆ４阻止７８６０细胞周期并诱导凋亡　用流式细胞

仪检测细胞周期结果显示，６０μＭ 和１００μＭ 的１００５８Ｆ４均

可阻止７８６０细胞周期于Ｇ０／Ｇ１ 期（犘＜０．０５），见图２Ａ，进一

步ＰＩ／ａｎｎｅｘｉｎＶ双染流式检测显示，１００μＭ的１００５８Ｆ４作用

７８６０细胞２４ｈ可诱导细胞凋亡，但作用不明显，进一步检测其

４８ｈ时细胞凋亡，发现其凋亡细胞增多，对照组细胞凋亡率为

（６．２±０．９１）％，６０μＭ 的１００５８Ｆ４细胞凋亡率为（１３．０７±

０．６４）％，１００μＭ的１００５８Ｆ４细胞凋亡率为（１７．９７±０．５５）％

（犘＜０．０５），见图２。

２．３　１００５８Ｆ４影响ｐ２１、ｐ２７和 Ｂｃｌ２蛋白表达　Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ法检测结果显示，１００５８Ｆ４可上调ｐ２１和ｐ２７蛋白表达，

并明显下调Ｂｃｌ２蛋白，且呈浓度依赖性（犘＜０．０５），见图３。

３　讨　　论

ｃＭｙｃ及其所调节的信号通路在肾癌的发生过程中发挥

着重要的作用，抑制ｃＭｙｃ表达能有效抑制肾癌生长
［３，７］。目

前主要采用ＲＮＡｉ技术和寡义核苷酸链等抑制ｃＭｙｃ表达，但

这些技术对肿瘤靶向具有局限性。研究发现，ｃＭｙｃ主要与

Ｍａｘ等形成二聚体调节肿瘤恶性生物学行为，小分子抑制剂

１００５８Ｆ４可特异性抑制ｃＭｙｃＭａｘ形成。本次研究采用ｃ

Ｍｙｃ小分子抑制剂１００５８Ｆ４作用于肾癌７８６０细胞，发现其

能有效抑制肾癌细胞增殖并诱导其凋亡。

ｃＭｙｃ蛋白属于具有 ＤＮＡ结合域的转录因子，对细胞周

期起正向调节作用，ｃＭｙｃ基因激活导致大量Ｇ０ 期细胞提前

进入细胞周期，推动 Ｇ０／Ｇ１ 期细胞向Ｓ期转变
［８］。本研究发

现，ｃＭｙｃ小分子抑制剂１００５８Ｆ４，抑制肾癌７８６０细胞增殖

并明显阻止细胞周期于 Ｇ０／Ｇ１。ｐ２１、ｐ２７是细胞周期素依赖

性激酶抑制蛋白，通过抑制ＣＤＫ的激活使细胞周期阻止于Ｇ１

期，同时ｐ２１、ｐ２７是ｃＭｙｃ的靶基因
［９］。１００５８Ｆ４可明显上

调ｐ２１、ｐ２７蛋白表达水平。ｐ２１、ｐ２７作为ｃＭｙｃ的靶基因，当

ｃＭｙｃ蛋白水平降低和 Ｍａｘ形成二聚体减少，对下游分子的

调节作用减弱，ｐ２１、ｐ２７所受抑制作用相应减弱，表达上调。

１００５８Ｆ４有可能是通过抑制ｃＭｙｃ活性及与 Ｍａｘ二聚体的形

成，间接上调ｐ２１、ｐ２７蛋白表达，从而抑制肾癌细胞增殖，阻止

细胞周期于Ｇ０／Ｇ１。进一步研究发现，１００５８Ｆ４可诱导７８６０

细胞凋亡并可下凋ｃＭｙｃ凋亡相关下游分子Ｂｃｌ２蛋白水平，

但在２４ｈ时作用并不明显，随着时间延长，诱导凋亡作用增

加，呈现时间依赖性，这可能是由于细胞内被抑制的目标蛋白

有一定的半衰期，只有当目标蛋白降解以后，１００５８Ｆ４的抑制

效应才显现出来。

ｃＭｙｃ在多种肿瘤中表达失控，如参与肿瘤的发生，其中

包括肾癌，下降ｃＭｙｃ性活能有效阻止肿瘤进程。ｃＭｙｃ有望

成为肿瘤治疗的新靶点，ｃＭｙｃ小分子抑制剂１００５８Ｆ４特异

性下调ｃＭｙｃ表达，抑制ｃＭｙｃ功能二聚体形成，间接有效调

节ｃＭｙｃ靶基因，有望为肾癌治疗开辟新途径。
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结合本组病例，并复习文献，作者分析输尿管镜术后大出

血常见原因主要有：（１）输尿管黏膜损伤，尤其当结石较大时，

输尿管镜反复进出并反复使用鳄嘴钳取石，易致输尿管黏膜出

血、水肿，增加输尿管损伤的概率。（２）当结石合并息肉形成

时，由于结石的反复摩擦刺激或结石嵌顿，周围炎症水肿明显，

处理结石或钳夹息肉容易引起出血［３］。（３）结石位于输尿管下

段，尤其是膀胱壁内段，增加进镜困难，可能导致输尿管开口或

输尿管壁内段黏膜损伤撕裂而出血。（４）输尿管开口或输尿管

下段狭窄，强行入镜可能致输尿管开口或输尿管壁内段黏膜损

伤撕裂而出血。本组有２例术后严重出血患者行电切镜清除

血凝块后发现输尿管开口周围有明显活动性出血，电凝止血后

出血即停止，回忆输尿管镜手术过程，考虑出血与输尿管开口

或输尿管壁内段黏膜损伤撕裂有关。（５）当上尿路梗阻完全或

梗阻时间较长时，输尿管或肾盂黏膜炎症水肿可能很重，术中

为追求视野清晰，冲洗压力过大，尿路梗阻解除后，压力差可能

导致肾盂或输尿管黏膜毛细血管广泛破裂出血。（６）当结石导

致上尿路梗阻并继发感染，尤其感染较重时，可能加重出血。

（７）双Ｊ管异物反复摩擦刺激引起出血。本组有２例都是术后

恢复较好带双Ｊ管出院后１～２周才出现大出血的，考虑可能

与双Ｊ管异物反复摩擦刺激或尿液反流感染加重有关。（８）患

者凝血功能异常，可能导致异常的难以控制的出血。本组有２

例术后严重出血患者术前合并肾功能不全，术后复查血常规，

血小板减少，考虑出血可能与血小板减少凝血功能异常有关。

（９）手术者对输尿管的解剖特点和疾病造成输尿管的病理改变

不熟悉、加之经验不足、操作不够熟练、甚至粗暴操作，极容易

引起输尿管损伤出血。Ｓｃｈｕｓｔｅｒ等
［４］认为手术者经验不足与

术后早期并发症增加明显相关。（１０）手术适应证控制不好，输

尿管上段结石行输尿管镜碎石困难和风险较大，输尿管损伤出

血概率增加。（１１）患者一般情况差，如合并严重贫血或低蛋白

血症等，都可能增加手术风险。

如何防治输尿管镜术后严重出血，作者的策略和经验是：

（１）当结石较大或位置较高时，应尽量原位碎石，尽可能将结石

碎至３ｍｍ以下，以便顺利排出，避免多次出、入镜及反复鳄嘴

钳取石。（２）当结石合并息肉形成时，对于不影响视野的较小息

肉不予特别处理；对于多发息肉或包裹结石的息肉，应在输尿管

导管或斑马导丝引导下用钬激光切割处理，避免用异物钳撕扯。

处理息肉时不要追求过于干净，以免增加输尿管壁损伤的危险

性［５］。（３）结石位于输尿管下段，尤其是膀胱壁内段，致进镜困

难时，应在输尿管导管或斑马导丝的引导下进镜，动作轻柔，遇

到阻力时切忌盲目用力，应抽回导管或导丝少许，适当变动角度

后再次试插［６７］。（４）当输尿管开口或输尿管下段狭窄时，进镜

困难时，应在输尿管导管或斑马导丝的引导下进镜，动作轻柔，

必要时可用扩张器或镜体适度扩张，避免强行入镜。（５）术中注

意控制冲洗压力和冲洗时间，间断冲洗，适时放水减压，避免尿

路梗阻解除后，压力差导致肾盂或输尿管黏膜毛细血管广泛破

裂出血。（６）当结石继发感染，尤其感染较重时，应积极抗感染，

术中注意控制冲洗压力和手术时间，必要时应用激素抗炎，尽量

避免感染加重出血。（７）根据术中、术后情况决定，能拔尽量早

拔，尽量避免留置双Ｊ管引起的出血和感染。保留时间异物反

复摩擦刺激引起出血。（８）患者合并肾功能不全，凝血功能可能

异常，尤其是血透后凝血功能更差，可能导致异常的、难以控制

的出血。术前应积极纠正肾功，但应尽量避免血透后立即手

术，且应尽量采取无肝素化血透。本组有２例术后严重出血患

者术前、术后复查血常规，血小板减少，考虑出血可能与血小板

减少凝血功能异常有关。（９）手术者应尽量熟悉输尿管的解剖

特点和疾病造成输尿管的病理改变，术前估计各种手术困难，

术中仔细操作。（１０）把握手术指征，输尿管上段结石绝大多数

可选择经皮肾镜碎石术，碎石成功率和手术困难及风险相对较

小。（１１）术前尽量改善患者的一般情况，术中应更加小心谨

慎，防范手术风险。（１２）若发生术后严重出血，应积极寻找原

因，同时止血、输血、抗感染治疗，必要时果断再手术治疗。

综上所述，输尿管镜术后大出血虽然发生可能较小，但一

旦发生，后果可能十分严重，故应予以重视。术前充分准备和

术中谨慎熟练操作及术后妥善及时地处理对防治输尿管镜术

后大出血有肯定作用
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