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!!"摘要#!目的!分析肌动蛋白家族成员1$T"aU41$T#在肾细胞癌中的表达水平及意义!探讨aU41$T对
肾癌细胞凋亡的影响及机制$方法!采用免疫组织化学'蛋白印迹法"X@+7@D,M5"7#检测aU41$T在人肾细胞
癌组织和癌旁组织中的表达差异!分析 aU41$T改变与患者临床病理特征的相关性$采用 X@+7@D,M5"7检测

aU41$T在人胚肾细胞和肾癌细胞株中的表达差异$以特异性慢病毒下调肾癌细胞-/).\中aU41$T表达后!
采用流式细胞术和>F,@5检测aU41$T对-/).\细胞凋亡的影响$采用 X@+7@D,M5"7检测低表达的aU41$T
对PU'a(=a>通路蛋白的调控作用$结果!肾细胞癌组织中aU41$T阳性表达率明显高于癌旁组织!差异有
统计学意义"%$%&%:#!且阳性表达水平与患者4FBDEA,分级'>分期'肿瘤转移存在相关关系$沉默慢病毒
及空载体慢病毒作用-/).\细胞-1B后!沉默组-/).\细胞中aU41$T表达水平下调且细胞凋亡增加!差异有
统计学意义"%$%&%:#$沉默aU41$T后!-/).\细胞中PU'a(=a>关键蛋白表达水平被抑制$结论!aU41$T作
为促癌基因在肾细胞癌中高表达!其上调程度与患者肿瘤分期分级及远端转移情况相关!低表达的aU41$T可能
通过抑制PU'a(=a>途径促进肾癌细胞的凋亡$
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!#+7A,7E@7A+7A+#+"C7B@7FE"D#,GA7#@,7+&N"H@bGD@++#","CaU41$TEAIGD"E"7@AG"G7"+#+#,D@,A58@55
8AD8#,"EA8@55+MI#,B#M#7#,67B@PU'a"=a>GA7BHAI&

&:-&;./(*'!aU41$T(D@,A58@558AD8#,"EA(-/).\8@55+(AG"G7"+#+(PU'a"=a>GA7BHAI

!!肾细胞癌是泌尿系统肿瘤患者的第二大死因&$'#
局部或早期肾细胞癌可通过手术治疗&1')虽然肾细
胞癌早期诊断率不断提高#但仍有1%;!'%;的肾细
胞癌患者在初次治疗期间存在远处转移迹象&'')晚
期肾细胞癌的:年生存率极低#主要原因是对放疗和
化疗的抵抗&0')阐明肾细胞癌的发病机制#寻找有效
的治疗方法已成为当务之急)

肌动蛋白家族成员1$T$Y#,@+#,CAE#5IE@EM@D
1$T#aU41$T%属于驱动蛋白超家族&:')人类驱动蛋
白分为$0个家族#由0:种不同的驱动蛋白组成#参
与一系列细胞过程#如有丝分裂*运动*细胞器转运和
肿瘤发展&)')研究证实#aU41$T在包括神经元在内
的多种类型细胞中表达&-')然而#关于 aU41$T蛋白
与人类肿瘤关系的研究较少&/.(')aU41$T在癌症#尤
其是肾细胞癌中的功能和调控机制#及其对预后的影
响尚未得到广泛研究)因此#本研究观察了肾细胞癌
组织和肾癌细胞株中aU41$T相对于癌旁组织和人胚
肾细胞的表达差异#进一步研究了 aU41$T对肾癌细
胞-/).\凋亡的调节作用及其分子机制#为肾细胞癌
早期诊断及靶向治疗提供新思路)
<!材料与方法
<&<!材料

<&<&<!临床组织

!!所有肾细胞癌组织和相应的癌旁组织来自本院
1%1%年0月至1%1$年/月接受肾癌根治性切除"部
分切除术患者)所有患者均为初发病例且在手术前
未进行放化疗#术后经病理诊断确诊肾透明细胞癌)
所有患者均签署知情同意书#所有试验均获得本院伦
理委员会的批准与监督&批号!1%1'年科研伦理
$1%1'.$/%')
<&<&=!细胞

!!人胚肾细胞 Q̂a1('和人肾癌细胞株-/).\*
=V̂ Z*=0(/和VAY#.$购于中国科学院上海细胞生
物学研究所)
<&<&>!主要仪器与试剂

!!多聚甲醛*>D#7",c.$%%*L=PU购于上海碧云天
生物技术有限公司(<PJU.$)0%培养基*胎牛血清购
于美国 #̀M8"公司(青霉素*链霉素*山羊血清*<UP=
裂解液*中性树脂*L=T染色试剂盒*磷酸缓冲盐溶液
$GB"+GBA7@MFCC@D@!+A5#,@#PTW%购于上海碧云天生
物技术有限公司(aU41$T沉默慢病毒*阴性对照慢病
毒购于上海吉凯基因医学科技股份有限公司(>F,@5
凋亡试剂盒*TV=蛋白浓度试剂盒*凝胶试剂盒*增强
化学发光$@,BA,8@!8B@E#5FE#,@+8@,8@#QVN%试剂盒
购于江苏凯基生物技术股份有限公司(聚偏二氟乙烯

膜购 于 美 国 J#55#G"D@ 公 司(aU41$T 抗 体 $P=:.
0:/'1%购于赛默飞生物制药$杭州%有限公司(磷脂酰
肌醇'.激酶$PU'a%抗体$XN%1/0(%*蛋白激酶 T
$=a>%抗体$XN%%%'M%*T85.1抗体$XN%$::)%*TAb
抗体$XN%$)'-%*=87#,抗体$XN%%%1!%*山羊抗兔免
疫球蛋白`$U6̀ %二抗$XN=%1'%购于沈阳万类生物
科技有限公司(G.PU'a抗体$0$-'))%*G.=a>抗体
$00%)%%购于美国V@55W#6,A5#,6>@8B,"5"6I公司)
凝胶扫描仪购于美国T#".<A!公司(流式细胞仪购于
美国TL公司(N#6B7VI85@D0/%定量聚合酶链式反应
$PV<%仪购于美国<"8B@公司(倒置相差显微镜购于
日本 \5IEGF+公司(荧光显微镜购于日本 Z#Y",
公司)
<&=!方法
<&=&<!免疫组织化学

!!新鲜组织标本采用$%;甲醛固定和石蜡包埋切
片后备用):+E石蜡切片经二甲苯脱蜡和梯度乙醇
脱水后采用热处理法进行抗原修复#采用枸橼酸盐缓
冲液$%%f水浴$:E#,)采用';过氧化氢水溶液浸
泡切片$: E#,以阻断内源性过氧化物酶#使用含

$%;山羊血清的PTW封闭切片)在0f下孵育一抗
稀释液$aU41$T#$g:%%稀释%过夜#随后在'-f下
孵育二抗)%E#,#室温下行L=T染色#苏木素复染1
E#,#梯度脱水和透明后中性树脂封片)

随机选择:个高倍视野#计算染色细胞的百分比
及染色程度#量化评分后取平均值)染色细胞所占百
分比!无染色细胞$%分%#&%!1:;$$分%#&1:;!
:%;$1分%#&:%;!-:;$'分%和&-:;!$%%;$0
分%)染色程度!无染色$%分%#浅棕色$$分%#棕黄色
$1分%和深棕色$'分%)最终得分为上述两个评分相
乘!%分为阴性$O%(&%!'分为弱阳性$d%(&'!)
分为阳性$dd%(&)!$1分为强阳性$ddd%)

<&=&=!蛋白印迹法"X@+7@D,M5"7#

!!采用<UP=裂解液冰上裂解待测组织或细胞#离
心提取并收集待测样本总蛋白)根据TV=试剂盒操
作说明书对总蛋白浓度进行定量分析)按照/%+6上
样量计算待测样品的上样体积)按照试验步骤进行
电泳#先/%3电泳0:E#,#再$1%3电泳$1%E#,)
1:%E=转膜$1%E#,后室温封闭$1%E#,)随后0
f下一抗孵育过夜#PTW>洗膜$%E#,'次)室温下
二抗稀释液孵育$1%E#,#PTW>洗膜$%E#,'次)
最后采用QVN显影曝光#UEA6@K图像分析系统对蛋
白条带进行分析)
<&=&>!细胞培养

!!所有细胞使用含$%;胎牛血清和$%%U2"EN青

-$01重庆医学1%1'年/月第:1卷第$)期



霉素*链霉素的<PJU.$)0%培养基培养于'-f*:;
V\1 的细胞培养箱#每两天更换培养基*传达培养)

<&=&?!细胞转染

!!人 aU41$T特异性短发夹 <Z=$+B<Z=%序列
$̀ =̀̀ V>̀ =>̀ =̀̀ >=>==̀ %和阴性对照序列
$>>V>VV̀ ==V̀ >̀ V=V̀ >%购于上海吉凯基因医
学科技股份有限公司)根据试剂说明书#+BaU41$T
组细胞转染沉默慢病毒#Z@6A7#?@8",7D"5组细胞转染
空载体慢病毒#T5A,Y8",7D"5组细胞不做处理#感染
复数$J\U%为1%)在'-f*:; V\1 的培养箱中连

续培养$1B后更换完全培养基继续培养-1B)

<&=&G!>F,@5
!!将转染好且生长状态良好的各组细胞种至)孔
板#:[$%0 个细胞"孔)待细胞贴壁后#弃培养基并用

PTW润洗细胞$%E#,'次#0;多聚甲醛室温固定细
胞'% E#,#>D#7",c.$%%孵育: E#,#PTW润洗$%
E#,)然后#根据 >F,@5凋亡试剂盒操作说明制备

>F,@5测试溶液#每孔加入>F,@5测试溶液:%EN#'-
f孵箱避光孵育)%E#,)弃掉>F,@5测试溶液后使
用L=PU室温避光孵育$%E#,染色细胞核#在荧光显
微镜下观察细胞核和>F,@5阳性细胞#并计算:个随
机视野的阳性率$>F,@5"L=PU%)

<&=&H!流式细胞术

!!将转染好且生长状态良好的各组细胞种至)孔
板#每孔$[$%) 个细胞)待细胞铺满)孔板后#

%&1:;胰酶消化*离心并用PTW重悬细胞)根据细胞

凋亡试剂盒操作说明#分别用膜联蛋白 3$=,,@b#,
3%.异硫氰酸荧光素$4U>V%和碘化丙啶$PU%双染细
胞#0f避光孵育$:E#,)随后使用流式细胞仪检测
细胞凋亡率)

<&>!统计学处理

!!采用WPWW11&%软件进行统计分析)计量资料
以:S'表示#采用独立样本>检验对不同组进行比
较#'组或者更多组数据之间的两两比较用最小明显
差异法进行检验#采用=Z\3=方法对多个样本进行
统计分析)计数资料以频数或百分比表示#组间比较
采用!1 检验)以%$%&%:为差异有统计学意义)

=!结!!果

=&<!aU41$T在肾细胞癌组织及肾癌细胞株中表达
情况

!!为明确aU41$T在肾细胞癌组织中的表达情况#
采用免疫组织化学染色和 X@+7@D,M5"7比较aU41$T
在肾细胞癌组织和对应癌旁组织中的表达情况#结果
显示aU41$T在肾细胞癌组织中表达水平明显高于癌
旁组织)采用 X@+7@D,M5"7检测aU41$T在肾癌细胞
株中的表达情况)和人胚肾细胞 Q̂a1('比较#人肾
癌细胞株-/).\*=V̂ Z*=0(/和VAY#.$中 aU41$T
蛋白呈不同程度上调#见图$):1例肾癌组织中

aU41$T阳性表达率为/1&-;#高于$/例癌旁组织中

aU41$T阳性表达率$$)&-;%#差异有统计学意义
$%$%&%:%#见表$)

!!=!肾细胞癌组织与相应癌旁组织免疫组织化学染色图$$%%[%(T&肾细胞癌组织与相应癌旁组织中aU41$T相对表达水平(V*L!肾癌细胞系

-/).\*=V̂ Z*=0(/*VAY#.$与人胚肾细胞 Q̂a1('中aU41$T相对表达水平(A!%$%&%:#与其他细胞株两两比较)

图$!!肾细胞癌组织及肾癌细胞系中aU41$T相对表达水平
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表$!!aU41$T在不同组织中表达水平

组织类型 9
aU41$T表达&9$;%'

$ddd%和$dd% $d%和$O%

癌组织 :1 0'$/1&-%A ($$-&'%

癌旁组织 $/ '$$)&-% $:$/'&'%

!!A!%$%&%:#与癌旁组织比较)

=&=!aU41$T表达水平与临床病理特征的关系

!!为了进一步确认aU41$T的表达水平与患者临床
资料的相关性#通过免疫组织化学结果量化评分#分
析aU41$T在肾癌组织中表达水平与患者临床病理特
征之间的关系#结果显示#aU41$T在肾癌组织中的表
达水平与肿瘤4FDBEA,分期*>分期和肿瘤是否远
端转移相关$%$%&%:%#与患者性别*年龄无关$%&
%&%:%#见表1)

=&>!aU41$T对肾癌细胞凋亡的影响

!!为研究aU41$T在肾癌中的作用#选取相对表达
水平最高的-/).\细胞株进一步试验)慢病毒转染

-/).\细胞-1B后#X@+7@D,M5"7结果显示#沉默组

-/).\中aU41$T表达水平明显低于空白对照组及阴
性对照组#但两个对照组之间 aU41$T表达比较无明
显差异$%&%&%:%)进一步研究aU41$T对-/).\细
胞凋亡的影响#采用 >F,@5和流式细胞术试验#结果
显示沉默组-/).\细胞凋亡水平明显上调#但两个对
照组之间细胞增殖和凋亡水平比较无明显差异$%&
%&%:%#见图1)

=&?!aU41$T沉默介导PU'a(=a>信号通路的抑制

!!为研究aU41$T对肾细胞癌细胞生物学行为的影
响机制#采用 X@+7@D,M5"7检测PU'a"=a>信号通
路关键蛋白的表达水平)结果显示#与阴性对照组比
较#沉默组PU'a*G.PU'a*=a>*G.=a>的表达被明
显抑制)对沉默组使用 PU'a"=a> 通路激动剂

Ù 4$#进一步采用 X@+7@D,M5"7检测#结果显示#G.
PU'a*G.=a>表达上调#且促凋亡蛋白TAb表达降
低#而抑制凋亡蛋白T85.1表达上调#见图')

!!=*T!肾癌-/).\细胞aU41$T相对表达水平(V!>F,@5及4VJ试验显示各组细胞凋亡水平(TAD9$%%+E(A!%$%&%:#与空白对照组*阴性对
照组比较)

图1!!aU41$T对肾癌细胞-/).\凋亡的影响
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!!A!%$%&%:)

图'!!PU'a)=a>信号通路相关蛋白的表达水平

表1!!aU41$T在肾癌组织中的表达水平与临床

!!!病理特征的关系

临床病例特征 9
aU41$T表达&9$;%'

$ddd%和$dd% $d%和$O%
%

性别 %&00(

!男 1- 1'$/:&1% 0$$0&/%

!女 1: 1%$/%&%% :$1%&%%

年龄 %&)'0

!$)%岁 1( 10$/1&-% :$$-&1%

!%)%岁 1' $($/1&)% 0$$-&0%

4FBDEA,分级 %&%%0

!' 1̀ 1- 11$-/&)% :$'-&:%

! '̀ $( $)$/0&1% '$$:&/%

! 0̀ ) :$/'&'% $$$)&-%

肿瘤分期 %&%%0

!'>1 '0 1($/:&'% :$$0&-%

!>' $1 ($-:&%% '$1:&%%

!>0 ) :$/'&'% $$$)&-%

转移分级 %&%$0

!J% 0$ '-$(%&1% 0$(&/%

!J$ $$ )$:0&:% :$0:&:%

>!讨!!论

!!临床上#超过$"'的肾细胞癌患者在最初诊断时
会出现转移#出现转移的肾细胞癌与高致死率密切相
关&$%.$$')尽管治疗转移性肾癌的酪氨酸激酶抑制剂
和免疫检查点抑制剂药物已完成开发#但肾细胞癌患
者的预后仍然较差#:年生存率低于$%;&$1')因此#
有必要阐明肾癌的发病机制#寻找新的治疗靶点)

驱动蛋白与动力蛋白分子形成复合物参与细胞

内囊泡和细胞器的运输&/')然而#驱动蛋白的过度表
达会导致纺锤体塌陷和单极纺锤形成#导致后期遗传
物质分布不均匀#形成非整倍体)非整倍体细胞中获
得或丢失的遗传物质被认为是引发癌症恶性进展的

因素&$'')因此#研究认为驱动蛋白的异常表达与肿瘤
发展具有相关性&$0.$:')此前#研究人员发现 aU41$T
基因多态性与多发性硬化症*强直性脊柱炎*克罗恩

病和溃疡性结肠炎有关&('#且aU41$T的过度表达加
速了神经退行性疾病$如阿尔茨海默病和多发性硬化
症%的进展#aU41$T 参与兴奋性突触传递#沉默

aU41$T的表达会抑制其功能并影响其生物学行
为&$).$-')而关于 aU41$T对人类肿瘤调控的作用研
究非常有限#缺乏 aU41$T在人肾细胞癌中的表达及
其相关性机制的报道)鉴于驱动蛋白可以广泛参与
肿瘤的发生*发展#因此本研究旨在探究aU41$T是否
会对肾细胞癌产生调控作用)

为确定aU41$T在肾细胞癌中的表达情况#本研
究收集临床手术切除的肾细胞癌组织及相应癌旁组

织#对肾细胞癌患者肿瘤组织和癌旁组织进行免疫组
织化学和 X@+7@D,M5"7检测#结果显示#aU41$T在肾
细胞癌及癌旁组织中均有表达)但是相对于癌旁组
织#癌组织中的aU41$T呈高表达状态)随后#本研究
进行了体外试验#以人胚肾细胞为对照#X@+7@D,M5"7
检测 aU41$T在肾癌细胞系-/).\*=V̂ Z*=0(/*

VAY#.$中的表达情况)与组织实验的结果类似#

aU41$T在肾癌细胞系中呈明显高表达#且以-/).\
细胞株为著#表明 aU41$T在肾细胞癌中可能是一种
致癌基因)

在敲降-/).\中的 aU41$T后#在培养细胞的过
程中可观察到细胞增殖减慢且细胞死亡增加)进一
步研究敲降aU41$T后-/).\细胞的凋亡水平#结果
提示#aU41$T对肾癌细胞-/).\的凋亡具有调控作
用#低表达的aU41$T可以明显促进-/).\的凋亡)

不同的信号通路可以调节不同的生命活动和细

胞行为)PU'a"=a>是一个重要的细胞信号通路#由

PU'a及其下游分子丝氨酸"苏氨酸 =a> 构成&$/')
通路的激活和磷酸化为PU'a转位到膜提供锚定位
点#从而参与各种细胞外基质分子和细胞因子的转
导&$(')该信号通路对细胞也具有重要的生物学作用#
广泛参与各种生理过程&1%')另一方面#PU'a"=a>
信号通路也是癌症中最常见的失调通路之一&1$')

PU'a"=a>通路已成为治疗癌症药物开发的主要焦
点&11'#PU'a"=a>信号通路已被证明参与驱动蛋白
对肿瘤的调控&1'.10')因此#作者猜想PU'a"=a>可
能在aU41$T对肾癌细胞凋亡的调控中发挥作用)通
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过 X@+7@D,M5"7检测敲降 aU41$T后-/).\细胞中

PU'a"=a>信号通路关键蛋白的表达水平#结果证实
低表达的aU41$T可以抑制-/).\中PU'a"=a>信
号通路关键蛋白的表达#表明 aU41$T 可能通过
PU'a"=a>信号通路调节肾细胞癌的凋亡)

综上所述#aU41$T作为致癌基因在肾细胞癌和
肾癌细胞中高表达#提示aU41$T在肾细胞癌的发生*
发展过程中作为癌基因被异常激活)敲降 aU41$T
后#肾癌细胞-/).\ 的凋亡明显增加#表明 aU41$T
可以调控肾癌细胞的凋亡并调控肾癌细胞的发生*发
展)另一方面#aU41$T对肾癌细胞凋亡的调控可能
与PU'a"=a>有关)此外#aU41$T表达水平与肾细
胞癌的临床分期分级和预后是否存在相关性#以及
aU41$T对肾癌细胞的其他生物学行为是否有调控作
用及其具体的调控机制#还有待进一步研究)
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a<UŴ Z=ZW#@7A5&̀DAG@8"EG"F,!++FG.
GD@++8"5",8A,8@D+7@E8@55+#,?#7D"A,!#,A
D"!@,7E"!@5"C8"5",8AD8#,"6@,@+#+&K'&TJV
V"EG5@E@,7=57@D,J@!#1%$)#$)!1-/&

&$('彭李华&白藜芦醇对骨肉瘤干细胞的抑制作用

及相关机制研究&L'&重庆!重庆医科大学#

1%$(&
&1%'P=><=W#P<=L̂ =ZT#Z=_=a<#@7A5&VB@.

E"7B@DAG@F7#8@CC#8A8I"C8FD8FE#,A,!D@+?@DA7D"5
A6A#,+78A,8@D!8B@E"GD@?@,7#",#8B@E"GD"7@87#",#

!DF6+I,@D6#+EA,!85#,#8A5GBADEA8"Y#,@7#8+&K'&
W@E#,VA,8@DT#"5#1%1$#-'!'$%.'1%&

&1$'>\a2J=<2_#a=>W2>= Q#\Ŵ UJ#@7A5&
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