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摘 要!$目的% 探讨
=15*(>;B!#?@C=1>!<?@D

在人肾组织细胞病变以及癌症发生发展中的生
理功能& $方法% 采用反转录

!

荧光实时定量
E/>C>FGHE/>I

检测肾癌组织细胞'癌旁组织细
胞中

=1>!<?@

相对表达(在体外进行细胞实验"向
A?J!&

肾癌细胞系转染
=1>!#?@ =1=153

"并
运用

KFF

噻唑兰法对转染
=1>!#?@ =1=153

成功的肾癌细胞进行体外增殖活力检测"同时通
过流式细胞仪来检测细胞凋亡发生的情况(

L23M2*+!N-(M

法检测目的蛋白的相对表达水平&

$结果% 荧光定量
E/>

检测结果表明"

=1>!<?@

在肾癌组织中的表达水平显著低于癌旁组织

OEP&:&&#I

(细胞体外转染实验结果表明"与阴性对照组相比"转染
=1>!#?@ =1=153

的
A?J!&

肾
癌细胞株" 其细胞增殖活力显著下降而凋亡率显著升高" 差异均有统计学意义

CEP&:&%I

(

L23M2*+!N-(M

检测结果表明"在
=1>!#?@ =1=153

的
A?J!&

肾癌细胞株中"

QER@#S%

表达水平显
著下降"相比于阴性对照组以及空白对照组差异均有统计学意义)

EP&:&%

*& $结论%肾癌患者
的癌组织中

=1>!#?@

的表达显著降低"其可能参与肾癌的发生发展(体外细胞学实验表明其
在肾癌细胞的增殖和凋亡过程中起着重要作用" 可能是通过调控细胞内源

QER@#S%

蛋白的
表达来发挥其生理功能&
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微小
>;BO=15*(>;B3

"

=1>;BI

是一种小分子的 非编码
>;B

"由
!&e!%

个核苷酸组成$

<

%

&

=1>;B3

在

<$$T

年从真核生物中被发现"后续的研究表明其能

通过碱基互补配对与目的基因
=>;B

的
%"

端或
T"

端相结合"介导目的基因
=>;B

的降解或者抑制其

基
础

%
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6781( 9: ;.5<1/* =>>?6>>?>??6=>?=??>>>=

?(<15*(5* /781( ?666==?=6?>==6=66>=66?

@101/5 /9(<A9B

6781( 9: ;.5<1/* ==6?6>>?=6>=??6=>6=

?(<15*(5* /781( ?>6?>==?6>?=66>=>??

与转录因子的结合而降低目的基因
02C?

的翻译

过程!

012C?5

通过其基因调控的功能!广泛参与真

核生物细胞内多种生物过程!包括细胞信号的传导!

细胞增殖与分化"细胞周期的调控等!同时也与多种

肿瘤的发生发展过程密切相关#

!D%

$

%早期已有研究表

明!

012!E34

在组织中的异常表达可能和多种类型

的肿瘤发生密切相关 !如卵巢癌 !胶质瘤等 #

4D%

$

%

FGH4EI%J*AK<7A9/K<* 0*0LA8(* MA9<*1( L8() 4NE B1O*

%P

又 名
HFQR

"

S@T#

! 位 于 人 染 色 体
!-#4N!

!

FGH4#I%

是首次发现的与细胞骨架及细胞运动相

关的蛋白! 在哺乳动物的胚胎中胚层和内胚层上皮

组织中广泛表达#

U

$

%

FGH4#I%

属于
4N#

蛋白家族!其

C

端有一个
VF2@

结构域! 参与机体许多重要的生

物学过程!包括细胞肌动蛋白骨架"细胞黏附分子"

F@W

"以及细胞极性形成等过程 #

R

$

% 为进一步探讨

012!E34

的表达水平在肾癌发生发展中的作用!我

们利用荧光定量
G62

的方法检测
012!E34

在肾癌

患者癌组织和癌旁组织中的表达! 分析其与肾癌发

生的关系&同时运用体外细胞培养实验!观察
012!

E34

在肾癌细胞'

R3U!"

(增殖和凋亡过程中的作用!

为探讨其在肾癌发生以及发展过程中的分子机制提

供实验依据%

E

材料与方法

!"!

研究对象

选取
4$

例
!"E%

年
Q

月至
!"EU

年
$

月期间我

院就诊患者组织切片标本!其中包括肾癌组织切片"

相应的癌旁组织切片!分为癌组织和癌旁组织!其中

癌组织是指取自患者肾癌组织区域的细胞! 癌旁组

织是指在患者肾癌组织周围约
!/0

处未发生坏死

或癌变的组织细胞%所有患者均签署知情同意书!术

前
Q

个月未接受任何抗癌治疗的药物或其他相关性

治疗手段%

!"#

细胞株以及试剂

人源的肾癌细胞株'

R3U!"

(购自中科院上海细

胞库 &

2G@'!EU4"

细胞培养基购自
XK/9B9(*

公司

'货号
,XQ"3"$

(&

Y@F@

培养基购自
XK/9B9(*

公司

'货号
,XQ""QQ

(&胎牛血清'

VH,

(购自
XK/9B9(*

公

司 '货号
,XQ""34

(&

"N!%Z

的胰酶消化液购自
XK!

/9B9(*

公司'货号
,XQ&&4!

(&

#&"GH,

购自
XK/9B9(*

公司 '货号
,XQ&!%U

(&

W8-@8(!@1/A92C? 2*[*A5*

WA8(5/A1M<19( O1<

! 购自
?H'

公司 '货号
4QUU%$U

(&

W8-@8(!=(1[*A58B G62 @85<*A @1+

!购自
?H'

公司

'货号
4Q!4&#3

(&

I1M9:*/<801(*! !&&& WA8(5:*/<19(

2*8\*(<

!购自
'([1<A9\*(

公司'货号
##UU3&!R

(&

?(!

(*+1( ]!V'W6^G'

细胞凋亡检测试剂盒! 购自
HY

公

司'货号
%%U%4R

(&噻唑蓝
@WW

!购自
,1\08

公司'货

号
@!#!3

(&

W2'_9B

试剂 ! 购自
'([1<A9\*(

'货号

#%%$U!&!U

(%

!"$

细胞培养及转染

细胞复苏!首先取出冻存的人源肾癌细胞'

R3U!&

(!

迅速放置于
QR#

水浴锅中融化!然后
4$ Q&&AM0

离

心
Q01(

!弃去上清!加入
#0B

含有
#&Z VH,

的
2G!

@' !#U4&

培养液将细胞重悬!然后置于培养皿中!放

入含有
%Z 6T

!

的
QR$

培养箱进行培养! 当生长至

合适的细胞密度'

R&Z`3&Z

(时!对其进行传代培养%

细胞转染! 其中
012!#34 0101/5

以及
0101/5

/9(<A9B

均在生工生物进行合成'见
W8LB* #

(!细胞转

染严格按照
'([1<A9\*(

公司的
I1M9:*/<801(*!!&&&

WA8(5:*/<19( 2*8\*(<

说明书进行操作& 其中转染组

对细胞进行转染
012!#34 0101/5

表达质粒的处理&

阴性对照组对细胞转染
0101/ /9(<A9B

表达质粒&空

白对照组则未转染任何
012C?

表达质粒%

!"%

肾癌细胞系全
2C?

的抽提

对转染
437

后的肾癌细胞经
&N!%Z

的胰酶进行

消化! 收集消化后的细胞悬液于
#%0B

离心管中&进

行
4$

低速'

#&&& AM0

(离心
!01(

!弃去上清!置于冰

上&加入
#0B WA1_9B

裂解液!重悬并混匀细胞!置于

冰上&向
WA1_9B

裂解液中加入
!&&!B

氯仿!剧烈震荡

细胞悬液!室温放置
%`#&01(

!然后采用
4$

!

#! &&&AM0

离心
#%01(

&取离心之后的上层水相!于
2C85*!:A**

的
#N%0B

离心管中!加入等体积异丙醇!充分震荡混

&'()* ! +,-!!.% +,+,/0 '12 +,+,/0 /31453) 0*67*1/*

,1835+'4,31

3$#
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匀后!于冰上放置
=&>?&@1+

"取出离心管!然后再

?!

!

#! &&&*A@

离心
#%@1+

! 得到
B;C

沉淀" 采用

%&&!-

!

D%E

的酒精对
B;C

沉淀进行两次的洗涤!而

后风干"加入
%&!- B;,32".*22

的水!室温溶解
B;C

"

采用
;,+(F*(A

对总抽提的
B;C

进行浓度的测定!

而后置于
G!&!

备用#

!"#

石蜡组织中
B;C

提取

脱蜡$采用切片机对石蜡组织进行切片!切片厚

度为
?>H!@

厚!把切片放在
<:%@-

管中"每个
<:%@-

IAA2+J(*.

管中最多放入
%

张切片!片厚
?>H!@

!用

<@-

二甲苯室温脱蜡
%@1+

!

!

次"高速离心
%@1+

!每

次保留沉淀"用
<@-

无水乙醇冼涤
<&@1+

!用
$%E

乙醇再洗
<

次!离心
%@1+

!保留沉淀"将离心管敞口

于
=D!

放置
<&@1+

!以除去乙醇!使组织在空气中

干燥"蛋白消化$加入等体积%

<&&>=&&!-

依据组织

切片的量&含
""

巯基乙醇
K":!L!-M#&&!-

溶液&的消

化液!终浓度为
H@6M@-

蛋白酶
N

!

%"!

孵育
="@1+

"

B;C

沉淀$加入 等体积的水饱和苯酚$氯仿溶液!

混合均匀!置于冰上
<%@1+ <! """6

离心
<"@1+

"吸

取上层水相于新的
<:%@-

离心管! 加入等体积的异

丙醇!充分混匀"

<! """6

!

?!

离心
<"@1+

!弃去上清!

<@- $"O

乙醇洗涤沉淀
!

次" 室温风干! 加入
=&!-

FIP/

处理水!溶解
B;C

!并置于
GL&!

保存备用#

!"$ B;C

的反转录以及荧光定量
P/B

按照
CQR

公司的
S,TU,+!U15*(B;C B2V2*32

S*,+35*1AW1(+ X1W

试剂盒操作说明书!对抽提的
B;C

进行体外反转录实验! 得到
5F;C

产物" 反应条件

为 $

<H!

! 孵育
="@1+

!

?!!

孵育
="@1+

!

L%!

加热

%@1+

!

?!

保存#以得到的
5F;C

为模版!进行荧光定

量
P/B

! 采用
S,TU,+!Y+1V2*3,- P/B U,3W2* U1Z

!&!-

反应体系!在罗氏
[160W/75-2*?L&

仪器上操作!

以
YH

作为表达检测的内参!

#/S

表示
@1B"<L?

的

相对表达!其中
#/S\]/S @1B"<L?"/SYH]

"反应条件

为$

$%!

!预变性
<&@1+

"

$%! <%3

!

H&! =&3

!

D&! =&3

进行
?&

个循环的扩增#

!"%

癌细胞增殖活力的
USS

检测

首先对消化后的肾癌细胞进行血小板计数!然

后将转染
@1B"<L? @1@153

以及
@1@153 5(+W*(-

的细

胞接种到
H

孔培养板上! 其中每孔接种约
<&

%个细

胞" 在含有
%E /4

!

的
=D!

培养箱进行一段时间的

培养 %分别是
&

'

!?

'

?L

'

D!0

& 之后! 加入
<&&!-

的

USS

!浓度为
%@6M[

!放入培养箱继续培养
?0

"取出

H

孔培养板! 吸出每孔中的液体并加入
%&&!-

的二

甲基亚砜进行溶解"混合均匀后!通过酶标仪检测其

在
%D&+@

处的吸光值%

4F

值&!以其
4F

值的大小!

来反映细胞的增殖能力强弱#

!"&

癌细胞凋亡率的检测

将转染
@1B"<L?@1@153

以及
@1@153 5(+W*(- !?0

后的肾癌
DLH"&

细胞取出! 更换不含
^Q_

的无血清

培养液! 并将培养皿置于
=D!

! 含有低浓度的
/4

!

环境中%

<O

的
/4

!

&!细胞继续培养至
?L0

"而后通过

<&&!- &:!%O

的胰酶消化对贴壁的细胞进行消化!收

集细胞于
<:%@-

离心管中! 并在避光环境中依次加

入
%!- C++2Z1+ 9

!以及
%!- PR

!充分混匀后!在避光

环境中室温孵育
!&@1+

! 然后对细胞进行流式细胞

仪分选检测#

!"' `23W2*+"a-(W

检测

分别取各转染组等量细胞! 加入
<&#

的蛋白变

性缓冲液!

<&&!

变性
%@1+

!将变性之后的蛋白液加

入
<!:%O _F_"PCbI

胶 !

$&9

恒压电泳
<&&@1+

!至

溴酚兰跑出变性胶即可终止电泳! 然后进行后续的

转膜操作"取
_F_"PCbI

胶置于硝酸纤维素膜上!进

行恒流转移!转膜完成后!采用
=O Q_C

进行
?!

封

闭过夜!封闭完成后!先采用
PQ_

缓冲液对硝酸纤

维素膜进行洗涤!按
<$%&&

浓度加入
IPQ?<[%

单克

隆抗体!室温孵育
?%@1+

!然后采用
PQ_

缓冲液对硝

酸纤维素膜进行洗涤"开始二抗的孵育!按照
<$<&&&

加入
cBP

标记的二抗!室温孵育
=&@1+

!然后用
Q_

缓冲液洗涤硝酸纤维素膜!之后向膜上加入
I/[

化

学发光剂进行化学发光! 采用
N(J,X d

进行曝光

=@1+

左右!对硝酸纤维素膜进行成像# 对成像之后

的胶片! 采用密度扫描仪对各个条带的吸光度值进

行定量!以
"",5W1+

作为内参照!使用其灰度值差值!

来表示
IPQ?<[%

的相对表达量#

!"!(

统计学处理

数据采用
_P__ !<:&

统计软件进行分析! 计量

资料采用均数
%

标准差%

!%3

&表示!采用
W

检验!多组

间比较采用单因素方差分析!

Pe&:&%

为差异有统计

学意义#

!

结 果

)"!

肾癌患者癌组织中
@1B"<L?

表达

以癌细胞的
YH

作为内对照! 对肾癌患者的癌

L$!
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'()*+, -./!& 0122 3+)+4),5, (341678 9 :

;(3<,=1045)< >()*+ ?@A@%"!A@@

B1>345C1 0)<4()2 >()*+ -A%-"#AD/

3

D/A@/ #&A&&#

E23<F 0)<4()2 >()*+ /A@."?A!-

3

'()*+,

-./!& GH C3*21

&I !DI D.I -!I

;(3<,=1045)< >()*+ &A-!"&A?@ &A%!"&A?? &AD@"&A&. &A@?"&A&D

B1>345C1 0)<4()2 >()*+ &A-%"&A?% &A/."&A?&

3

&A/@"&A?!

3

&A%%"&A&.

3

E23<F 0)<4()2 >()*+ &A-@"&A?D &A//"&A?!

3

&A%$"&A?&

3

&A%?"&A&-

3

9 &A?-. $A@-& ?/A@/ %-A/-

: &A.@. &A&&? $&A&&? $&A&&?

组织以及癌旁组织中
J5K!?.D

的相对表达水平进行

定量分析! 显示相比于癌旁组织! 癌组织细胞中

J5K!?.D

表达降低!差异有统计学意义"

:$&A&&?

#$

见
95>*(1 ?

$

!"!

转染
J5K!?.D J5J50,

后人肾癌细胞增殖活性

下降

根据转染人肾癌细胞系
-./!&

的情

况不同!依次分为转染组%阴性对照组和

空白对照组$ 在转染后的
D

个时间段

&

&I

%

!DI

%

D.I

%

-!I

#!每个时间点取
?%

份

平行设置的细胞样本进行观察! 对细胞

采用
L;;

法检测其吸光值&

GH

值#$ 结

果表明!在转染
J5K!?.DJ5J50, !DI

后细

胞的
GH

值显著低于阴性对照组 &

:$

&A&&?

#和空白对照组&

:M&A&&!

#!而空白

对照组与阴性对照组比较差异无统计学

意义&

:M&AD%/

#'在转染
J5K!?.D J5J50,

D.I

后细胞的
GH

值显著低于阴性对照

组 &

:$&A&&?

#和空白对照组 &

:$&A&&?

#!

而空白对照组与阴性对照组比较差异无统计学意义

&

:M&A!-@

#' 在转染
J5K!?.D J5J50, -!I

后细胞的

GH

值显著低于阴性对照组&

:$&A&&?

#和空白对照组

&

:$&A&&?

#!而空白对照组与阴性对照组比较差异无

统计学意义&

:M&A&$!

#$ 见
;3N21 !

$

!"#

转染
J5K!#.D J5J50,

后促进肾癌细胞凋亡

对转染
J5K!#.D J5J50, D.I

后的细胞进行流式

细胞分选发现 &

95>*(1 !

#!

-./!&

细胞系的凋亡率明

显升高!显著高于阴性对照组和空白对照组!差异均

有统计学意义&

:

均
$&A&&#

#'而阴性对照组的细胞

凋亡率与空白对照组比较差异无统计学意义 &

:M

&A&/.

#$ 见
;3N21 @

$

!"$

转染后各组细胞
O:ED#P%

蛋白表达变化

Q1,41(<!N2)445<>

检测结果显示 !

J5K!#.D

转染

组
O:ED#P%

蛋白表达水平显著下降!相比于阴性对

照组和空白对照组差异均有统计学意义&

:R&A&&#

#$

见
;3N21 D

!
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'()*+,- (. /01+232 4+5(-(678!&#$89(-:!%8;(:<&

=*()>3 ?2-,@1A2 2B>*2331(+ (. CDEF<G% >*(@21+

!

4H

"

I D

J*,+3.25@1(+ 6*()> ":K!!":<<

;26,@1A2 5(+@*(- 6*()> ":LF!":!"

,

FL:KL M":""<

E-,+N 5(+@*(- 6*()> &:%O!&:<$

,

K

讨 论

肾癌是泌尿系统常见的恶性肿瘤#约占成人恶

性肿瘤的
!P QKP

#发达国家发病率高于发展中国

家$

O

%

&临床上关于肾癌的发病病因尚不清楚#其病理

也较为复杂#因而缺少有效的治疗手段#目前还未

有明确的临床指标可对肾癌的诊断以及治疗提供

参考$

$

%

&

研究发现#

R1?;S3

通过碱基互补配对#与其靶

基因结合#调控基因的表达#从而参与细胞的增殖

和分化$

<"

%

'在对癌症细胞的研究中发现#

R1?;S3

在

癌症的发生发展中起着十分重要的作用#其通过调

控靶基因的表达# 参与细胞内信号通路的传导#参

与细胞周期的调控# 介导细胞的凋亡过程等 $

<<

%

&

=(@@,*T(

等 $

<!

% 通过分析
!U

例肾组织样本
R1?;S3

表达谱发现#相对于正常肾组织#肾肿瘤组织中有

K

种
R1?;S3VR1?"!O

#

R1?"<O%

#

GCJ"U."!W

的表达明

显上调'

G1)

等 $

#K

% 研究发现在肾癌的发生过程中#

R1?"#F!"K>

(

R1?"#O%

(

R1?"KF,

(

R1?"!!F

(

R1?"!#

表达

量的下降会导致一些肿瘤抑制因子的活性下降#从

而导致肿瘤的发生'潘等 $

#F

%通过分析
!U

例组织样

本# 检测到
R1?"#$%"K>

在肾癌组织中表达上调#体

外细胞实验发现#上调
R1?"#$%"K>

表达能促进细胞

的增殖'胡等$

#%

%的体外细胞研究发现#

R1?"$

可显著

提高肾癌细胞的侵袭和增殖能力#表明其表达可能

在肾癌的转移过程中起着重要作用'张等 $

#L

%也检测

到患者肾癌组织中
R1?"F$U

高表

达# 同时体外研究实验发现#

R1?"

F$U

的表达能抑制肾癌细胞的增殖

过程#可能通过靶向调控
575-1+ H#

来完成& 综上所述#在肾癌的发展

过程中
R1?;S3

起着重要的作用&

CDEF#G%

在多种生理活动过

程中起着重要作用 # 研究表明

CDEF#G%

所含的
IC?X

结构域能

与含
X7J0FVR7(31+ @,1- 0(R(-(67 FW

结构域的
R7(31+3

蛋白交联# 参与

调控细胞伪足形成及细胞运动#并

能与细胞骨架蛋白
J,-1+-

(

DJY

等

结合# 调节细胞肌动蛋白骨架 $

U

%

&

Z1*,+(

等$

#U

%研究发现#

CDEF#G%

过

表达后可通过其
IC?X

结构域的作用使细胞膜表

面
C"5,T02*1+

减少#从而促进上皮
"

间充质转化!

2>"

1@02-1,-"R232+507R,- @*,+31@1(+

#

CXJ

"过程#与肿瘤的

发生密切相关 '

=(32+3

等 $

#O

% 报道称 #

/?E"XDD%"

CDEF#G%

复合物可调控多种细胞黏附因子#对细胞

间紧密连接和细胞极性的形成起重要作用# 与肿瘤

细胞的迁移和侵袭密切相关'在舌鳞状细胞癌中#高

表达的
CDEF#G%

的患者预后较差$

#$

%

&

本研究发现#

R1?"#OF

与肾癌的发生相关#其在

肾癌患者的癌组织中表达水平显著低于癌旁组织'

细胞学实验证明#

R1?"#OF

表达升高使癌细胞的增

殖能力明显下降# 同时导致癌细胞的凋亡率显著升

高# 提示其与肾癌的发生发展过程密切相关# 表明

R1?"#OF

可能作为肾癌细胞中的抑癌因子# 在癌细

胞的凋亡过程中发挥功能&至于其发挥功能的机制#

有研究表明# 可能是通过
R1?[\/

蛋白复合体的形

式与靶基因的
R?;S

相结合#在转录水平抑制其翻

译过程#从而达到抑癌的作用$

!&

%

'冷等 $

%

%在肾癌患者

中的研究表明#

R1?"#OF

在肾癌组织中高表达'

H,1"

R(+

等$

!#

%对上尿路移行细胞癌的研究发现#

CDEF#G%

在癌细胞中高表达# 并且其表达水平与肿瘤的病理

分期和侵袭密切相关&我们的实验表明#在肾癌细胞

中
R1?"#OF

可能通过调控
CDEF#G%

基因在蛋白水

平的表达#从而参与到肾癌的发生发展过程中&

综上所述#

R1?;S3

通过调控不同的靶基因#参

与到肾癌发生发展的过程中# 本研究发现
R1?"#OF

!"#$%& ' ()* *+,%&--"./ .0 1234567 ,%.8*"/ "/ 8)* 9*::- .0 *;<) =%.$,

;(@2
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,

)
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与肾癌发生!细胞的增殖以及凋亡密切相关"其可能

通过靶向调控
'()*+,%

在癌细胞中的表达"实现对

癌细胞增殖与凋亡的调控# 但是该过程的具体分子

机制"还有待进一步探索$
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