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犓犃犐１蛋白对７８６Ｏ细胞增殖及凋亡的影响
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　　摘　要：目的　观察转染抑癌基因犓犃犐１后对人肾透明细胞癌７８６Ｏ细胞的增殖及凋亡等生物学效应的影响。方法　通过

慢病毒载体将犓犃犐１基因转染入７８６Ｏ细胞中，使用荧光显微镜观察犓犃犐１基因转入情况；应用噻唑蓝（ＭＴＴ）方法检测慢病毒

载体携带的犓犃犐１基因转染７８６Ｏ细胞后的体外增殖情况；流式细胞技术（ＦＣＭ）检测犓犃犐１诱导的细胞凋亡情况。结果　当慢

病毒载体转染的量为 ＭＯＩ１０，在荧光显微镜下可观察到转染后细胞有大量荧光表达，ＭＴＴ及ＦＣＭ检测犓犃犐１对７８６Ｏ细胞有

显著的抑制作用，并可诱发７８６Ｏ细胞凋亡的发生。结论　犓犃犐１通过启动７８６Ｏ细胞发生凋亡而抑制了肿瘤细胞的增殖。
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　　肾透明细胞癌（ｃｌｅａｒｃｅｌｌｒｅｎａｌｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＣＣＲＣＣ）是

肾小管上皮细胞发生一系列的链锁基因突变或功能损伤所造

成的瘤变过程［１］。ＣＣＲＣＣ是肾癌中最为常见的病理学亚型，

大约占肾癌的６０％～８５％
［２］。因此，ＣＣＲＣＣ的致病机制的研

究对人类抗肾癌有着重要的作用。

有研究表明［３］，趋化因子受体ＣＸＣＲ４是一种缺氧性反应

分子，抑癌基因 ＶＨＬ可以对ＣＸＣＲ４进行反向调节，使其表

达降低，当ＶＨＬ抑癌基因失活时可使肿瘤通过依赖乏氧诱导

因子（ＨＩＦ）依赖性ＣＸＣＲ４发生转移，因此，ＣＸＣＲ４的表达关

系到ＣＣＲＣＣ的侵润、转移。近年来，研究证实犓犃犐１也是一

种肿瘤转移抑制基因，在肿瘤的转移、增殖方面有明显的作用

［４］。犓犃犐１最早在前列腺癌细胞中被发现，因此，被称为前列

腺癌转移抑制基因［５］。当犓犃犐１的正常功能被破坏或丧失时，

可导致肿瘤细胞的黏附力、侵袭性、移动性及分化程度受到影

响。目前，研究已证实，犓犃犐１在非小细胞肺癌、结直肠癌、鼻

咽癌、胃癌等多种肿瘤细胞的转移、增殖及侵袭过程中发挥重

要作用［６８］。但是，犓犃犐１在肾透明细胞癌的侵袭、增殖及转移

中是否发挥作用，尚未有研究进行证实。本研究拟通过慢病毒

转染犓犃犐１基因到肾癌细胞株中，观察其对人肾透明细胞癌

７８６Ｏ的增殖、转移、侵袭及凋亡的影响，为本研究后续的研究

奠定实验基础。

１　材料与方法

１．１　材料　肾透明细胞癌７８６Ｏ细胞株购自中国医学科学院

基础医学研究所。大肠埃希菌ＤＨ５α购自北京奥科生物技术

有限公司，ｐＣＭＶ慢病毒载体购自上海北诺生物科技有限公

司。兔抗人犓犃犐１抗体及羊抗兔辣根过氧化物酶二抗均购自

美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。噻唑蓝（ＭＴＴ）、二甲亚砜（ＤＭＳＯ）购

自上海Ｓｉｇｍａ公司，ＲＰＭＩ１６４０培养基购自 Ｈｙｃｏｌｏｎｅ公司。

胎牛血清购自杭州四季青公司。ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＦＩＴＣ凋亡试剂

盒购自南京凯基生物公司。本实验分为３组：转染犓犃犐１基因

的作为实验组（ｐＣＭＶ犓犃犐１）、转染ｐＣＭＶ空载体的为阴性对

照组（ｐＣＭＶＮＥＧ）、未进行处理的７８６Ｏ细胞为空白对照组

（ＣＯＮ）。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　将７８６Ｏ细胞接种于细胞培养瓶中，用含

有２０％胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养液培养，３７℃、５％ ＣＯ２ 的

恒温培养箱中培养。每２～３ｄ传代一次，细胞消化使用胰酶，

之后进行培养，并取对数生长期的７８６Ｏ细胞进行培养。

１．２．２　慢病毒感染及感染率的检测　慢病毒载体感染７８６Ｏ

细胞，具体过程参见文献［９］，７８６Ｏ细胞接种于２４孔板，待细

胞生长至约８０％融合时，分别加入不同效价的ｐＣＭＶ犓犃犐１，

培养６ｈ后弃上清液，换含１０％胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养
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液继续培养４８ｈ，荧光显微镜下观察细胞转染情况，计算感染

率。感染率（％）＝荧光细胞数／全部细胞数×１００％。

１．２．３　ＭＴＴ实验　将对数生长期的７８６Ｏ细胞数量调整为

大约１×１０５／细胞培养瓶，并将其接种于９６孔细胞培养板，每

孔的接种量为１００μＬ，在细胞培养箱中培养２４ｈ后，分别转染

ｐＣＭＶ犓犃犐１载体及ｐＣＭＶ空载体，空白对照组使用同体积

的ＰＢＳ溶液。继续静止培养２４ｈ，加入１０ｍｇ／ｍＬ的 ＭＴＴ试

剂，培养３ｈ后加入ＤＭＳＯ，在酶标仪５４０ｎｍ波长出检测每一

孔的吸光度值犃。

７８６Ｏ细胞抑制率＝（１实验组孔平均犃值）／空白对照组

空犃值×１００％。

１．２．４　流式细胞仪检测　将对数生长期的７８６Ｏ细胞接种于

六孔板中，保证每孔细胞数大约为２×１０４／孔，培养２４ｈ后加

入ｐＣＭＶ犓犃犐１表达载体，继续培养２４ｈ后用胰酶进行消化，

并收集７８６Ｏ细胞。根据 ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＦＩＴＣ凋亡检测试剂盒

的使用说明书进行细胞凋亡的检测。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行数据分析处理，

计量资料狓±狊进行表示。采用单因素方差分析进行组间比

较，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　慢病毒转染效率测定　慢病毒载体感染细胞４８ｈ，由于

ｐＣＭＶ携带有ＧＦＰ标签，所以，在荧光显微镜下观察慢病毒载

体转染效率。慢病毒载体转染的量为 ＭＯＩ１０，实验组可见大

量的荧光表达，而空白对照组中未见荧光表达，见图１。

　　Ａ：实验组；Ｂ：阴性对照组；Ｃ：空白对照组。

图１　　倒置荧光显微镜观察慢病毒转染７８６Ｏ细胞的转染效率（荧光显微镜×４００）

２．２　犓犃犐１的表达对７８６Ｏ细胞增殖活性的影响　实验组转

染ｐＣＭＶ犓犃犐１载体后，通过 ＭＴＴ法检测出实验组分别与阴

性对照组和空白对照组比较，７８６Ｏ细胞的增值能力显著下

降，差异有统计学意义（犘＜０．０５），其细胞存活率为３９．４３％，

见图２。

２．３　犓犃犐１促发７８６Ｏ细胞凋亡的发生　由于 ＭＴＴ结果证

实犓犃犐１高表达使７８６Ｏ细胞的增殖活性降低，作者推测活性

的降低可能是由于犓犃犐１诱发了细胞凋亡的发生，因此，流式

细胞技术（ＦＣＭ）检测细胞凋亡情况。结果显示，犓犃犐１的表达

显著的增加了７８６Ｏ细胞凋亡的数量，与阴性对照组和空白对

照组相比差异有统计学意义（犘＜０．０５），见图３。

　　ａ：犘＜０．０５，分别与阴性对照组和空白对照组比较。

图２　　犓犃犐１对７８６Ｏ细胞增殖活性的影响

　　Ａ：阴性对照组；Ｂ：实验组；Ｃ：空白对照组；Ｄ：凋亡分析图。

图３　　流式细胞技术检测犓犃犐１对７８６Ｏ细胞凋亡的影响

３　讨　　论

ＣＣＲＣＣ是最为常见的泌尿系统恶性肿瘤，成人肾癌的发

病中有大约三分之二为ＣＣＲＣＣ，其５年平均生存率一般不足

２０％
［１０］，同时随着人们生活水平的不断提高，其发病率也在不
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断升高。ＣＣＲＣＣ不同于一般肿瘤，在临床上应用放疗及化疗

的方法治疗效果较差，因此，大多的ＣＣＲＣＣ患者最终都必须

进行手术切除。但是，存在的问题是ＣＣＲＣＣ的发病比较隐

蔽，症状表现不明显，在确诊时可能已经是肿瘤晚期，发生了大

量增殖、扩散，一般预后不佳［１１］。尽管ＣＣＲＣＣ转移率较高、容

易扩散，但其发生发展的分子机制目前尚未十分明确，因此，发

现ＣＣＲＣＣ增殖及转移的分子机制对于ＣＣＲＣＣ的控制及寻找

其转移的早期分子标记具有十分重要的意义。

研究显示，犓犃犐１能够抑制肿瘤的增殖及转移，在分离的

肿瘤细胞中，犓犃犐１蛋白水平显著降低。这说明犓犃犐１与肿瘤

细胞的增殖间进行着激烈的博弈，此消彼长。本研究中，作者

首次尝试探讨犓犃犐１蛋白在ＣＣＲＣＣ７８６Ｏ细胞增殖及细胞凋

亡中的作用。

慢病毒载体是以慢病毒的基因组结构框架为模版，将病毒

复制及致病的有关基因敲除，并将某些分子标记物及治疗性基

因插入，从而组建而成为慢病毒基因治疗工具。慢病毒载体具

有转染效率高、在细胞及动物体内维持时间长的特点，同时能

够感染多种哺乳动物细胞［１２］。本研究选择慢病毒载体

ｐＣＭＶ，其带有绿色荧光标签，可以标记犓犃犐１从而检测其在

７８６Ｏ细胞中的表达效率。ＧＦＰ绿色荧光显示，在实验组细胞

中有８０％左右的细胞呈现出了ＧＦＰ表达阳性，证明犓犃犐１在

７８６Ｏ细胞中的表达效率较高。

ＭＴＴ结果显示，７８６Ｏ细胞转染了ｐＣＭＶ犓犃犐１载体后，

７８６Ｏ细胞的活性显著降低（犘＜０．０１），这说明ＣＣＲＣＣ癌细

胞７８６Ｏ的增殖受到犓犃犐１表达的影响，这与Ｓｈｉ等
［１３］报道的

结果相似。Ｕｃｈｉｄａ等
［１４］应用免疫组织化学法对食管癌和正常

食管中犓犃犐１表达进行研究，显示食管癌组织中犓犃犐１的表达

显著降低，这也证实犓犃犐１的表达可以保证正常食管不发生瘤

变。由于７８６Ｏ增殖活性降低，本研究推测可能是由于７８６Ｏ

细胞发生了细胞凋亡。因此，本研究应用ＦＣＭ 检测了犓犃犐１

表达后７８６Ｏ细胞的凋亡情况，结果证实犓犃犐１表达细胞与阴

性对照组和空白对照组相比，早期凋亡数和晚期凋亡数都显著

降低，说明犓犃犐１对７８６Ｏ细胞增殖的抑制作用可能是通过启

动细胞凋亡而实现的。Ｌｉ等
［１５］也证实，犓犃犐１在非小细胞肺

癌中的表达可诱导细胞凋亡的发生，并且抑制了细胞增殖。因

此，犓犃犐１蛋白在７８６Ｏ细胞中的表达，可促进肿瘤细胞的凋

亡，从而抑制肿瘤细胞的增殖。因此，术后犓犃犐１蛋白的常规

检查可能对诊断和判断预后有一定的价值。对其致病机制的

进一步研究，可以为ＣＣＲＣＣ的治疗提供新的靶点。
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