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"摘要#

!

目的
!

探讨
3#4.1$)5

在肾透明细胞癌细胞增殖和侵袭中的作用及机制%方法
!

培养肾透明细胞

癌细胞株"

-)(.8

&

9:;#.$

和
-/).<

$和正常人胚肾细胞"

1('=

$%

>

4=.894

检测
3#4.1$)5

在肾透明细胞癌细胞

中的表达#对
-)(.8

和
-/).<

进行
3#3#?@9

和
3#4.1$)53#3#?

转染!

99A./

和
=B:,+CDEE

小室实验检测
3#4.

1$)5

上调对
9:;#.$

细胞增殖和侵袭的影响#

FD+GDB,5E"G

检测肾透明细胞癌细胞中
6764$

蛋白的表达#双荧

光素酶报告实验和
FD+GDB,5E"G

验证
3#4.1$)5

对
6764$

的调控关系#在
3#4.1$)5

上调的
9:;#.$

细胞中过

表达
6764$

!

99A./

和
=B:,+CDEE

小室实验检测
3#4.1$)5

是否通过
6764$

调节
9:;#.$

细胞增殖和侵袭%结

果
!

与
1('=

相比!

3#4.1$)5

在肾透明细胞癌细胞中的表达明显下调"

!

$

%&%$

$#

3#4.1$)5

上调明显抑制肾透

明细胞癌细胞增殖和侵袭"

!

$

%&%$

$#与
1('=

相比!

6764$

在肾透明细胞癌细胞中的蛋白表达明显上调#荧光

素酶报告实验和
FD+GDB,5E"G

结果表明
3#4.1$)5

直接靶向
6764$'HI=4

并抑制其表达#上调
6764$

的表

达可以逆转
3#4.1$)5

对
9:;#.$

细胞增殖和侵袭的抑制作用%结论
!

3#4.1$)5

可以通过
6764$

抑制肾透明

细胞癌细胞的增殖和侵袭!在肾透明细胞癌中发挥抑癌基因功能%

"关键词#

!
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肾癌是一种常见的泌尿系统恶性肿瘤#占成人恶

性肿瘤的
'T

左右#全球每年约
(

万患者死于该肿瘤#

其发病率呈上升趋势'

$.1

(

)成人肾肿瘤绝大多数是肾

细胞癌#而其中
-%T

!

/2T

的患者为肾透明细胞

癌'

'

(

)目前#肾透明细胞癌的早期诊断和治疗依然面

临着巨大的挑战)大约
'%T

的患者被发现时已经发

生明显的转移#而常规的治疗方法也仅仅是手术*放

疗和化疗#上述原因导致缓解率仅有
$2T

!

12T

#中

201'

重庆医学
1%$/

年
(

月第
0-

卷第
12

期

"

基金项目!四川省科技厅支撑计划$

$0U9%%1-

&%四川省科技厅项目$

1%$$V=S%%$0

#

$-=S%%0)

&)

!

作者简介!胡琼丹$

$(/0W

&#主治医师#

硕士#主要从事中西医结合防治慢性肾脏病方面研究)

!

#

!

通信作者#
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!
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N:,

"
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)



位生存期小于
$1

个月'

0

(

)因此#进一步探索肾透明

细胞癌的发病机制和治疗手段显得尤为紧迫)

3#4@J

是一类丰富的非编码
4@J+

$长度
$(

!

12

,G

&#可以通过结合到靶基因的
'H.P,GB:,+E:GD!BD.

R

#",+

$

'HI=4

&来调节靶基因的转录#并在分化*发

育*增殖*迁移和凋亡等进程中发挥重要作用'

2.)

(

)越

来越多的证据表明#

3#4@J

与肾透明细胞癌的发生

和发展关系密切)

YI=U

等'

-

(研究表明#

3#4.$10.'

L

在肾透明细胞癌中表达下调且与不良预后相关#并可

以通过调节
9JZ$

和
6[<=$

的表达调节肾透明细胞

癌细胞的增殖*迁移#进而影响肾透明细胞癌的恶性

进展)而
3#4.$22

在肾透明细胞癌中的表达明显上

调#并可以直接靶向
X161

来调节细胞的增殖和侵

袭'

/

(

)

\][[X4

等'

(

(通过高通量测序发现
3#4.

1$)5

在肾透明细胞癌组织中明显低表达)但是
3#4.

1$)5

在肾透明细胞癌发生与发展中的作用还未见报

道)本研究拟探讨
3#4.1$)5

在肾透明细胞癌细胞增

殖和侵袭中的作用及机制)

@

!

材料与方法

@&@

!

细胞系和主要试剂
!

1('=

*

-)(.8

*

9:;#.$

和

-/).<

细胞均购自中国科学院典型培养物保藏委员会

细胞库%

48\̂$)0%

和
S\X\

培养基均购自美国

7̂Y9<

公司%

\?9<_H+2J

培养基购自美国
#̀

R

3:

公司%胎牛血清*

=4̂a"E

和
[#

L

"ND?G:3#,D1%%%

均购

自美国
,̂O#GB"

R

D,

公司%反转录试剂盒购自美国
8B".

3D

R

:

公司%

4=.894

试剂盒购自大连
=:A:4:

公司%

3#4.1$)53#3#?

购自上海吉玛制药技术有限公司%

99A./

*

L

?S@J'&$6764$

表达质粒*野生型和突变

型
6764$'HI=4

购自上海生博生物医药科技有限

公司%

=B:,+CDEE

小室购自美国
YSY#"+?#D,?D

公司%

增强型
4̂8J

裂解液#二喹啉甲酸$

Y9J

&蛋白浓度测

定试剂盒和兔抗人
6764$

和
7J8Sb

多克隆抗体购

自武汉博士德生物工程有限公司)

@&A

!

方法

@&A&@

!

细胞培养及转染
!

-)(.8

和
-/).<

均在含有

$%T

胎牛血清的
48\̂$)0%

培养基中于
'-c

*

1%T

9<

1

条件下进行培养)而
1('=

和
9:;#.$

则分别培

养于
S\X\

和
\?9<_H+2J

培养基中)将处于对

数生长期的
9:;#.$

细胞消化后#在
$%%%B

"

3#,

条件

下离心约
23#,

#随后将细胞按
2%T

的汇合度接种到

)

孔板中#待
$1M

后细胞完全贴壁#以
$%%,3"E

"

[

终

浓度进行
3#3#?@9

和
3#4.1$)53#3#?

的转染#同时

添加
$%

#

[[#

L

"ND?G:3#,D1%%%

%或者每孔分别转染

0

#

RL

?S@J'&$

$

?",

&和
L

?S@J'&$6764$

表达质

粒$

6764$

&#同时添加
$%

#

[[#

L

"ND?G:3#,D1%%%

)

@&A&A

!>

4=.894

!

将细胞中培养基去掉并利用
8Ỳ

洗涤#收集细胞样品#然后加入
$3[=4̂a"E

#作用
$2

3#,

后按照说明书提取总
4@J

)然后#通过反转录试

剂盒在反转录引物作用下将提取的
4@J

反转录合成

?S@J

)最后#通过
_̀Y48BD3#KXK=:

>

试剂盒利

用
3#4.1$)5

上下游引物来测定
3#4.1$)5

的相对表

达量)反应体系!

@P?ED:+D.NBDDC:GDB'&)

#

[

#

1d

_̀Y4XK=:

>

3#K$%

#

[

#

4<e

$

%&0

#

[

#上下游引

物各
%&2

#

[

#

?S@J2

#

[

#共计
1%

#

[

)反应条件!

(2c

条件下预变性
23#,

#然后
(2c

#变性
2+

#

)%c

条件下
'0+

#共进行
0%

个循环)采用
1

.

##

9G法进行数

据处理#引物序列见表
$

)

表
$

!!

引物序列

名称 引物序列

3#4.1$)54= 2H.79==7J7JJ7=997=9J9J9J.

99J9J=97=J9JJ9=9JJ=JJ=9=9.

=99J=9=9==9=9JJ79G9J9.'H

3#4.1$)5

!

上游引物
2H.99JJJ=9=9=79J779JJJ=.'H

!

下游引物
2H.=997=9J9J9J99J9J=97.'H

I)

!

上游引物
2H.9=979==9779J79J9J.'H

!

下游引物
2H.JJ979==9J97JJ===797=.'H

@&A&B

!

99A./

实验
!

收集转染
10M

后的
9:;#.$

#按

每孔
2d$%

0 个细胞接种到
()

孔板中#并分别于
$

*

1

*

'

*

0!

进行
99A./

检测)检测前每孔加入
$%

#

[

99A./

溶液#孵育
0M

后利用酶标仪检测
02%,3

处

吸光度值)

@&A&C

!

=B:,+CDEE

实验
!

收集转染
10M

后的
9:;#.$

#

在
$%%%B

"

3#,

条件下离心
23#,

#用新鲜培养基重

悬#进行细胞计数#按每孔
2d$%

0 个细胞接种于
=B.

:,+CDEE

侵袭小室的上室#而在下室内加入含有
$%T

胎牛血清的新鲜培养基#然后放置于细胞培养箱中继

续培养
0/M

#随后取出小室#用棉签将上室内细胞轻

轻擦拭干净#再用
0T

多聚甲醛进行细胞固定#用
$T

的结晶紫染色
$23#,

#然后
8Ỳ

洗
'

次#最后通过显

微镜拍照进行细胞计数)

@&A&D

!

FD+GDB,5E"G

!

收集已经准备好的细胞#并于

$1%%%B

"

3#,

条件下离心
23#,

#随后加入预冷的
4̂8J

裂解液进行细胞裂解#冰上作用
'%3#,

#在
$1%%%B

"

3#,

条件下离心
$%3#,

#收集上清液)通过
Y9J

蛋白

浓度测定试剂盒定量各组样品的总蛋白浓度)通过煮

沸将蛋白变性#每孔上样
2%

#

R

#

$%T

的
S̀̀.8J7X

凝

胶进行蛋白分离#电泳完成后将蛋白转
8ZS6

膜上#转

膜完成后置于
2T

的脱脂奶粉中封闭
$M

#在
0c

条件

下孵育一抗$

6764$$f'%%

#

7J8Sb$f0%%

&#通过

=Ỳ=

洗膜
'

次)随后在
'-c

二抗孵育$

$f$%%%

&

1M

#

=Ỳ=

洗膜
'

次#采用电化学发光法$

X9[

&进行显

影#通过
gP:,G#G

Q

<,D

软件进行灰度分析)

@&A&E

!

双荧光素酶报告实验
!

通过
=:B

R

DG+?:,

软件

预测到
3#4.1$)5

可以结合到
6764$'HI=4

#位置在

第
)((

!

-%2

#结合位点序列为
2H.J7J 7JI I.'H

)

将包含结合位点长度为
$%%%5

L

的野生型和突变型

6764$'HI=4

$

CG.6764$

和
3PG.6764$

&构建到

L

+#.9bX9A1

载体中)以
2%,3"E

"

[3#4@J @9

或

)01'

重庆医学
1%$/

年
(

月第
0-

卷第
12

期



3#4.1$)53#3#?

和
1%%,

R

CG.6764$

或
3PG.6764$

质粒共转
10

孔板中的
9:;#.$

#并添加
$&2

#

[[#

L

".

ND?G:3#,D1%%%

转染试剂#转染
)M

后换液%转染
0/M

后收集细胞进行裂解#并利用双荧光素酶试剂盒进行

分析)

@&B

!

统计学处理
!

采用
8̀̀ 1̀1&%

统计软件进行分

析)计量资料以
Gh=

表示#采用
8

检验#以
!

$

%&%2

为差异有统计学意义)

A

!

结
!!

果

A&@

!

3#4.1$)5

在肾透明细胞癌细胞中的表达
!

>

4=.894

结果显示!

3#4.1$)5

在
1('=

*

-)(.8

*

9:;#.

$

和
-/).<

的相对表达量分别为
$&%%h%&$-

*

%&0$h

%&%0

*

%&$/h%&%0

*

%&''h%&%2

)

'

株肿瘤细胞系中

3#4.1$)5

的相对表达较正常人胚肾细胞明显下调

$

!

$

%&%$

&#见图
$

)

!!

:

!

!

$

%&%$

#与
1('=

细胞比较

图
$

!!

3#4.1$)5

在肾透明细胞癌细胞中的表达

A&A

!

3#4.1$)5

对
9:;#.$

细胞增殖和侵袭的影响
!

与
@9

组$

$&%%h%&$0

&相比#

3#4.1$)5

组细胞中

3#4.1$)5

的表达$

$0&%$h1&-'

&明显升高$

!

$

%&%$

&)

99A./

实验结果表明!与
@9

组相比#

3#4.

1$)5

组细胞在
1

*

'

*

0!

的增殖能力均明显降低$

!

$

%&%$

&)

=B:,+CDEE

小室实验结果表明!与
@9

组相

比#

3#4.1$)5

组细胞的侵袭能力明显降低 $

!

$

%&%$

&#见图
1

)

!!

J

!

>

4=.894

检测
3#4.1$)5

的表达%

Y

!

99A./

实验检测
3#4.

1$)5

上调对
9:;#.$

细胞增殖的影响%

9

*

S

!

=B:,+CDEE

小室实验检测

3#4.1$)5

上调对
9:;#.$

细胞侵袭的影响%

:

!

!

$

%&%$

#与
@9

组比较

图
1

!!

3#4.1$)5

上调对
9:;#.$

细胞增殖和侵袭的影响

A&B

!

3#4.1$)5

对
6764$

的影响
!

通过
=:B

R

DG+?:,

软件预测发现#

3#4.1$)5

在
6764$'HI=4

有一个

结合位点$图
'J

&)

FD+GDB,5E"G

显示#

1('=

*

-)(.8

*

9:;#.$

和
-/).<

的
6764$

蛋白相对表达量分别为

%&$/h%&%0

*

%&1/h%&%'

*

%&--h%&%(

和
%&20h

%&%-

#正常人胚肾细胞
6764$

蛋白表达明显低于肿

瘤细胞$

!

$

%&%2

&#且与
3#4.1$)5

的表达趋势相反

$图
'Y

&)双荧光素酶报告实验结果表明!与
CG.67.

64$i@9

组细胞相比#

CG.6764$i3#4.1$)5

组细

胞荧光素酶活性明显降低 $

!

$

%&%$

&%与
3PG.

6764$i@9

组细胞相比#

3PG.6764$i3#4.1$)5

组

细胞荧光素酶活性没有明显变化$

!

%

%&%2

&#见图
'9

)

FD+GDB,5E"G

实验结果表明!

3#4.1$)5

上调可以明显抑

制
9:;#.$

细胞
6764$

蛋白的表达$图
'S

&)

!!

J

!

3#4.1$)5

与
6764$'HI=4

结合位点信息%

Y

!

6764$

蛋白在

0

种细胞中的表达%

9

!

3#4.1$)5

对野生型和突变型
6764$'HI=4

荧

光素酶活性的影响%

S

!

3#4.1$)5

对
9:;#.$

细胞中
6764$

蛋白表达的

影响%

:

!

!

$

%&%2

#与
1('=

细胞比较

图
'

!!

3#4.1$)5

对
6764$

的影响

!!

J

!

9:;#.$

细胞中
6764$

蛋白的表达%

Y

!共转
3#4.1$)5

和
67.

64$

过表达质粒$

6764$

&后
9:;#.$

细胞中
6764$

蛋白的表达%

:

!

!

$

%&%$

#与
?",

组比较

图
0

!!

6764$

表达恢复

A&C

!

6764$

上调
3#4.1$)5

对
9:;#.$

细胞增殖和侵

袭的影响
!

本研究通过构建
6764$9S̀

区表达质粒

来实现
6764$

表达的恢复)结果表明!与对照表达

质粒相比$

?",

组&#

6764$

表达质粒转染组$

6764$

组&

9:;#.$

细胞
6764$

蛋白明显上调$

!

$

%&%$

&#见图

0J

)

6764$

表达质粒能够明显逆转
3#4.1$)5

对
9:;#.
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$

细胞
6764$

蛋白的抑制影响$

!

$

%&%$

&#见图
0Y

)

与
3#4.1$)5i?",

组细胞相比#

3#4.1$)5i6764$

组

细胞增殖能力明显增强)

=B:,+CDEE

实验结果表明!

3#4.1$)5i?",

组和
3#4.1$)5i6764$

组细胞的侵袭

细胞数分别为$

$2$h$0

&个和$

'--h10

&个#差异有统计

学意义$

!

$

%&%$

&#见图
2

)

!!

J

!

99A./

实验检测
9:;#.$

细胞增殖%

Y

!

=B:,+CDEE

小室实验检测

9:;#.$

细胞侵袭%

:

!

!

$

%&%$

#与
3#4.1$)5i?",

组比较

图
2

!!

6764$

上调逆转
3#4.1$)5

对
9:;#.$

细胞

增殖和侵袭的抑制作用

B

!

讨
!!

论

!!

据报道#

3#4.1$)5

在多种肿瘤中低表达并发挥抑

癌基因功能'

$%.$2

(

)例如#

SX@7

等'

$%

(发现
3#4.1$)5

在

鼻咽癌细胞和组织中低表达#

3#4.1$)5

上调明显抑制

鼻咽癌细胞生长和侵袭能力)

[̂I

等'

$$

(研究发现

3#4.1$)5

在肝癌组织和细胞中低表达#

3#4.1$)5

上调

明显抑制肝癌细胞增殖*侵袭和迁移)在宫颈癌研究

中#

bX

等'

$1

(发现
3#4.1$)5

在组织和细胞系中均低表

达#

3#4.1$)5

上调明显抑制细胞增殖能力)在肾透明

细胞癌中#

\][[X4

等'

(

(发现
3#4.1$)5

呈现明显的低

表达)同时#笔者在本研究也发现
3#4.1$)5

在肾透明

细胞癌细胞系中的表达明显低于正常人胚肾细胞)因

此#推断
3#4.1$)5

在肾透明细胞癌也可能发挥抑癌基

因作用)本研究发现
3#4.1$)5

过表达可以明显抑制

9:;#.$

细胞增殖和侵袭能力#这与
3#4.1$)5

在其他肿

瘤中的研究结果一致#也进一步证明了
3#4.1$)5

在肿

瘤中往往发挥抑癌基因作用)

众所周知#

3#4@J+

可以通过直接靶向调控靶基

因的表达来影响各种生理病理过程'

$)

(

)据报道#

3#4.1$)5

在肿瘤中可以直接靶向
=8=$

*

6<e\$

*

bSJ9/

等重要功能基因来调节肿瘤细胞的增殖和迁

移'

$0.$2

#

$-

(

)

6764$

在肾细胞癌中高表达'

$/

(

)

=̀ .̂

\J6X_XI

等'

$(

(发现利用单克隆抗体抑制
6764$

的活性可以抑制
9:;#.$

细胞增殖和内皮细胞迁移)

同时#在胰腺癌中
3#4.1$)5

可以通过靶向
6764$

来

增强放疗的敏感性'

1%

(

)本研究也发现
6764$

在肾

透明细胞癌细胞系中的表达明显高于正常人胚肾细

胞#与
3#4.1$)5

的表达趋势相反)因此#笔者推测在

肾透明细胞癌中#

6764$

可能是
3#4.1$)5

潜在靶基

因)本研究实验结果表明!

3#4.1$)5

可以抑制野生

型
6764$'HI=4

荧光素酶活性#但不影响结合位点

突变的
6764$'HI=4

荧光素酶活性)同时#

3#4.

1$)5

上调可以明显抑制
9:;#.$

细胞
6764$

蛋白的

表达)上述结果表明在肾透明细胞癌细胞中
6764$

确实是
3#4.1$)5

的靶基因)但是#据此断定
6764$

是
3#4.1$)5

的功能靶还缺乏扎实的理论依据)因

此#本研究通过
6764$

表达载体来恢复
3#4.1$)5

导

致的
9:;#.$

细胞中
6764$

表达下调)本研究结果表

明!

6764$

过表达可以逆转
3#4.1$)5

上调对
9:;#.$

细胞增殖和侵袭的抑制作用)这表明
3#4.1$)5

对

9:;#.$

细胞增殖和侵袭的影响是通过抑制
6764$

的

表达来实现的)

综上所述#本研究表明
3#4.1$)5

可以通过直接抑

制
6764$

的表达来抑制肾透明细胞癌的增殖和侵袭#

为肾透明细胞癌的治疗提供了新的潜在作用靶点)
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#

YIA<F̀ Â 4

#

DG:E&8B"

R

.

,"+G#?N:?G"B+N"B+PBO#O:E#,$%2(

L

:G#D,G+GBD:GD!C#GM

+P,#G#,#5N"B 3DG:+G:G#?BD,:E?DEE?:B?#,"3:

'

V

(

&YBV

9:,?DB

#

1%$'

#

$%/

!

10-%.10--&

'

2

(

<H9J44<[[S

#

9̀bJX6X4 J&7D,DB:E

L

B#,?#

L

:E+"N

3#4@J5#"

R

D,D+#+:,!BD

R

PE:G#",#,GMD5B:#,

'

V

(

&@DPB".

L

+

Q

?M"

L

M:B3:?"E"

RQ

#

1%$'

#

'/

$

$

&!

'(.20&

'

)

(

[̂ V

#

[̂ g

#

bIJ@7b

#

DG:E&<ODBDK

L

BD++#","N3#4@J.

11$

L

B"3"GD+?DEE

L

B"E#NDB:G#",5

Q

G:B

R

DG#,

R

GMD:

L

"

L

G"G#?

L

B"GD:+D:?G#O:G#,

R

N:?G"B.$:,!#,!#?:GD+:

L

""B

L

B"

R

,"+#+

#,"O:B#:,?:,?DB

'

V

(

&̂,GV<,?"E

#

1%$-

#

2%

$

0

&!

$%/-.$%()&

'

-

(

YI=Ub

#
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