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　　［摘要］　目的　应用 ＲＮＡ 干扰技术降低肾癌 Ａ４９８细胞株的 ＣＸＣＲ４基因表达水平，并建立稳定转染细胞株。
方法　针对ＣＸＣＲ４基因设计合成ｓｉＲＮＡ，转染肾癌 Ａ４９８细胞株，采用ＲＴＰＣＲ法检测ＣＸＣＲ４基因表达变化，根据有效干
扰片段结果合成重组ｓｈＲＮＡ质粒，稳定转染至Ａ４９８细胞系并进行Ｇ４１８抗性筛选细胞株。采用ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｎ印迹法

检测ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ及蛋白表达水平，应用流式细胞技术检测ＣＸＣＲ４ｓｈＲＮＡ诱导 Ａ４９８细胞凋亡的效应，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ试验检

测细胞侵袭能力的改变。结果　将ＣＸＣＲ４重组ｓｈＲＮＡ质粒成功转染 Ａ４９８细胞后，肾癌细胞内可见绿色荧光，通过Ｇ４１８
筛选，获得了ＣＸＣＲ４基因沉默的Ａ４９８细胞系，ＲＴＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测证实该细胞系的ＣＸＣＲ４水平明显低于对照组的

表达水平（Ｐ＜０．０５）。ＣＸＣＲ４ｓｈＲＮＡ组细胞的早期凋亡率、晚期凋亡率及总凋亡率均显著高于对照组（Ｐ＜０．０５），Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ

体外侵袭实验显示ＣＸＣＲ４ｓｈＲＮＡ能明显抑制Ａ４９８细胞的体外侵袭力（Ｐ＜０．０５）。结论　成功构建稳定沉默ＣＸＣＲ４表达
的肾癌Ａ４９８细胞株，转染后的细胞凋亡率升高，体外侵袭能力降低，为后续研究奠定了基础。
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　　肾细胞癌发病率在男性中占恶性肿瘤第７位， 发病率每年上升２％～４％。外科手术是处理局限性
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肾癌的一个较好手段［１２］，但转移性肾癌对化学治
疗、激素治疗及放射治疗均反应较低，此类患者预后
较差，高危患者的中位生存时间仅为７～１５个月，

５年生存率低于５％［３］。因此，探索制定新的肿瘤治
疗方案显得十分必要。趋化因子受体ＣＸＣＲ４属于

Ｇ蛋白偶联受体超家族，与特异性配体基质细胞衍
生因子１（ｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌｄｅｒｉｖｅｄｆａｃｔｏｒ１，ＳＤＦ１）相互
作用后，参与了体内细胞生成和免疫反应等多种生
理和病理过程。研究表明肿瘤患者中ＣＸＣＲ４表达
水平与肿瘤局部复发、淋巴结转移及３年存活率密
切相关［４］。

　　因此，本研究采用 ＲＮＡ 干扰技术降低肾癌

Ａ４９８细胞株的ＣＸＣＲ４基因表达水平并建立 Ａ４９８
稳定转染细胞株，为进一步研究ＣＸＣＲ４基因在肾癌
中的作用奠定基础。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　人肾透明细胞癌Ａ４９８细胞
株购自中国医学科学院基础研究所细胞中心；胎牛
血清购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；ＭＥＭ培养液购自Ｇｉｂｃｏ公
司；胰酶消化液购自碧云天生物技术研究所；ＲＮＡ
Ｍａｔｅ转染剂购自上海吉玛化学技术有限公司；Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００及反转录 ＡＢＩ试剂盒购自Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ公司；一抗兔抗人ＣＸＣＲ４ｍＡｂ购自ＡＢｃａｍ公
司；二抗为辣根过氧化酶标记山羊抗兔ＩｇＧ购自晶
美生物公司；超级ＥＣＬ发光试剂盒购自Ｐｉｅｒｃｅ公
司；ＡｎｎｅｘｉｎⅤ／ＰＩ凋亡检测试剂盒购自 Ｍｂｃｈｅｍ
公司；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭小室购自 Ｃｏｒｎｉｎｇ公司；ＰＢＳ
缓冲液为实验室自配。

１．２　引物设计及合成　３条小干扰ＲＮＡ序列和无
义ｓｈＲＮＡ阴性对照质粒由上海吉玛化学技术有限
公司合成、纯化，根据人ＣＸＣＲ４基因序列（ＧｅｎｅＩＤ：

７８５２）合成ｓｉＲＮＡ３３０：ｓｅｎｓｅ为５′ＡＧＡＵＡＵＡＣＡ
ＣＵＵ ＣＡＧ ＡＵＡ ＡＴＴ３′，ａｎｔｉｓｅｎｓｅ为 ５′ＵＵＡ
ＵＣＵＧＡＡＧＵＧＵＡＵＡＵＣＵＴＴ３′；ｓｉＲＮＡ５２５：

ｓｅｎｓｅ为 ５′ＧＡＡ ＧＣＡ ＵＧＡ ＣＧＧ ＡＣＡ ＡＧＵ
ＡＴＴ３′，ａｎｔｉｓｅｎｓｅ 为 ５′ＵＡＣ ＵＵＧ ＵＣＣ ＧＵＣ
ＡＵＧＣＵＵＣＴＴ３′；ｓｉＲＮＡ７５１：ｓｅｎｓｅ为５′ＧＡＧ
ＧＣＡＧＡＵＧＡＣＡＧＡＵＡＵＡＴＴ３′，ａｎｔｉｓｅｎｓｅ为

５′ＵＡＵ ＡＵＣ ＵＧＵ ＣＡＵ ＣＵＧ ＣＣＵ ＣＴＴ３′；

ＧＡＰＤＨｓｉＲＮＡ：ｓｅｎｓｅ为５′ＧＵＡＵＧＡＣＡＡＣＡＧ
ＣＣＵ ＣＡＡ ＧＴＴ３′，ａｎｔｉｓｅｎｓｅ 为 ５′ＣＵＵ ＧＡＧ
ＧＣＵＧＵＵＧＵＣＡＵＡＣＴＴ３′；阴性对照 ＮＣｏｎ
ｔｒｏｌｓｉＲＮＡ：ｓｅｎｓｅ 为 ５′ＵＵＣ ＵＣＣ ＧＡＡ ＣＧＵ
ＧＵＣＡＣＧ ＵＴＴ３′，ａｎｔｉｓｅｎｓｅ为 ５′ＡＣＧ ＵＧＡ
ＣＡＣＧＵＵＣＧＧＡＧＡＡＴＴ３′。在ＧｅｎＢａｎｋ中行

Ｂｌａｓｔ证实ＣＸＣＲ４ｓｉＲＮＡ仅与ＣＸＣＲ４基因相应位
点匹配，ＮＣｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ及ｓｈＲＮＡ阴性对照质粒
核苷酸序列与任何已知哺乳动物基因无匹配；ｓｈＲ
ＮＡ重组ｐＧＰＵ６／ＧＦＰ／Ｎｅｏ质粒由上海吉玛化学技
术有限公司根据最有效干扰ＣＸＣＲ４水平ｓｉＲＮＡ片
段序列合成。

１．３　细胞培养及ｓｉＲＮＡ瞬时转染　人肾癌 Ａ４９８
细胞使用含１０％胎牛血清的 ＭＥＭ 培养基在３７℃、

５％ＣＯ２饱和湿度培养箱中培养。实验分组为阴性对
照转染无义ｓｉＲＮＡ 组（标记为 Ｎ 组）和 ＧＡＰＤＨ
ｓｉＲＮＡ组（标记为 Ｇ组），３种不同的ＣＸＣＲ４干扰
组：ｓｉＲＮＡ３３０、ｓｉＲＮＡ５２５、ｓｉＲＮＡ７５１（分别标记为

３３０组、５２５组、７５１组）和仅加转染剂的空白对照组
（标记为 Ｂ 组），转染前１ｄ，４×１０４个细胞使用

０．５ｍｌ含ＦＢＳ和抗生素的细胞培养基接种在２４孔
板上，观察应能在２４ｈ内使细胞汇合达到４０％～
７０％；在１００μｌ的无血清培养基中稀释１μｌｓｉＲＮＡ，
加入３μｇＲＮＡＭａｔｅ试剂充分混合，室温放置３０
ｍｉｎ，以便形成ｓｉＲＮＡ／ＲＮＡｉＭａｔｅ复合物；再将

ｓｉＲＮＡ／ＲＮＡｉＭａｔｅ复合物加入培养基中，轻轻混
匀，在３７℃温浴２４ｈ。

１．４　ＲＴＰＣＲ检测ＣＸＣＲ４基因表达　采用 ＴＲ
Ｉｚｏｌ法提取细胞总ＲＮＡ，各组取等量ＲＮＡ，用反转
录ＡＢＩ试剂盒按说明书进行反转录，得到总ｃＤＮＡ，
然后进行ＲＴＰＣＲ。ＣＸＣＲ４引物序列：上游引物５′
ＧＧＡＡＡＡＧＡＧＧＧＧＡＧＧＡＧＡＧ３′；下游引物

５′ＣＡＣＴＴＣＣＡＡＴＴＣＡＧＣＡＡＧＣＡ３′。内参
照为人 ＧＡＰＤＨ，ＧＡＰＤＨ 上游引物５′ＡＣＣＡＣＣ
ＡＴＧＡＧＡＡＧＧＣＴＧＧ３′；下游引物５′ＣＴＣＡＧＴ
ＧＴＡＧＣＣＣＡＧＧＡＴＧＣ３′。ＲＴＰＣＲ条件：９５℃
变性１０ｓ，６０℃退火２０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３０个循
环。每组重复６次。重组ｐＧＰＵ６／ＧＦＰ／Ｎｅｏ质粒稳
定转染细胞株检测ＣＸＣＲ４表达过程与此法相同，实
验分组为转染无义ｓｈＲＮＡ重组质粒的阴性对照组
（标记为１组）、仅转染ｐＧＰＵ６／ＧＦＰ／Ｎｅｏ质粒的空
载体对照组（标记为２组）、仅用转染剂的空白对照
组（标记为３组）和转染有干扰片段重组质粒的ＣＸ
ＣＲ４干扰组（标记为４组）。

１．５　重组质粒稳定转染　Ａ４９８细胞培养至８０％～
９０％融合时，用ＰＢＳ洗涤２次，加入含１０％胎牛血
清的 ＭＥＭ 培养液，吹打使细胞形成单细胞悬液。
按５×１０４细胞／孔的密度接种９６孔板，混匀后于

３７℃、５％ＣＯ２培养２４ｈ。按Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转
染盒 说 明 书 转 染 重 组 ｐＧＰＵ６／ＧＦＰ／Ｎｅｏ 质 粒，

０．５μｇ质粒相对约２．４μｌ脂质体，Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００每孔剂量分别为０．１μｌ、０．２５μｌ、０．５μｌ，转染
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细胞在培养箱中温育６ｈ后，吸弃转染液，换以１０％
胎牛血清的 ＭＥＭ培养基继续培养。

１．６　构建稳定转染的Ａ４９８细胞株　根据分级浓度
法测量出Ａ４９８细胞最低完全死亡的 Ｇ４１８浓度为

５００μｇ／ｍｌ。待重组质粒稳定转染细胞生长至８５％
满视野时，用含５００μｇ／ｍｌＧ４１８的完全培养液培
养，筛选３０ｄ。１００μｌ无菌枪头挑选单克隆，维持

Ｇ４１８抗性培养，扩大培养，并用荧光显微镜观察细
胞形态。

１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测ＣＸＣＲ４蛋白的表达　实验
分组为：转染有干扰片段重组质粒的ＣＸＣＲ４干扰组
（标记为１组）、转染无义ｓｈＲＮＡ重组质粒的阴性对
照组（标记为２组）、仅转染ｐＧＰＵ６／ＧＦＰ／Ｎｅｏ质粒
的空载体对照组（标记为３组）、仅用转染剂的空白
对照组（标记为４组）。采用ＲＩＰＡ裂解液提取细胞
总蛋白，每孔上样２０μｌ进行１０％ＳＤＳＰＡＧＥ分离，
半干电转ＰＶＤＦ膜，５％脱脂奶粉室温封闭２ｈ。一
抗（１１０００）４℃过夜，二抗室温温育２ｈ，ＥＣＬ显色
并对Ｘ线片曝光，经显影定影处理后，胶片用凝胶成
像分析系统拍照。

１．８　流式细胞仪检测细胞凋亡　用不含 ＥＤＴＡ的
胰酶消化细胞，离心收集细胞，用４００μｌＢｉｎｄｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ悬浮细胞，密度为１×１０６ｃｅｌｌｓ／ｍｌ。在细胞悬
浮液中加入５μｌＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ，轻轻混匀后于

２～８℃避光条件下孵育１５ｍｉｎ后加入１０μｌＰＩ后轻
轻混匀继续于２～８℃避光条件下孵育５ｍｉｎ，在１ｈ
内用流式细胞仪检测细胞凋亡率。

１．９　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室侵袭实验检测细胞侵袭能力　
在含１０％胎牛血清的 ＭＥＭ 中培养Ａ４９８细胞至对

数生长期，加入无血清 ＭＥＭ继续培养４８ｈ，在预先

铺有基质胶的Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室的上室内加入５００μｌ无

血清培养的Ａ４９８细胞（１×１０５／ｍｌ），下室内加入含有

２０％胎牛血清的 ＭＥＭ培养基，于３７℃、５％ＣＯ２培养

箱中孵育２４ｈ后，取出Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，ＰＢＳ溶液冲洗

３次，棉签轻轻拭去微孔膜上层的细胞，０．１％结晶紫
染色３０ｍｉｎ，加入２００μｌ的３３％乙酸溶液１０ｍｉｎ后
用酶标仪读取５４０ｎｍ光密度（Ｄ）值。

１．１０　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件分析系统
进行分析，组间统计差异采用ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ检
验，检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＲＴＰＣＲ检测瞬时转染 ＣＸＣＲ４基因表达水
平　结果（图１）表明：与对照组相比，设计合成３３０、

５２５、７５１的ｓｉＲＮＡ干扰序列均使Ａ４９８细胞ＣＸＣＲ４

ｍＲＮＡ表达水平下降，但ｓｉＲＮＡ５２５转染 Ａ４９８细
胞的干扰效果最为明显（Ｐ＜０．０５），干扰效率约为

７８％～８２％，以ｓｉＲＮＡ５２５序列合成ｓｈＲＮＡ重组质
粒用于后续稳定转染实验。

图１　ｓｉＲＮＡ对ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ表达水平的干扰作用

Ｆｉｇ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｓｉＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｏｎＣＸＣＲ４ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
Ｎ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；Ｇ：ＧＡＰＤＨｓｉＲＮＡ；３３０：ｓｉＲＮＡ３３０；５２５：

ｓｉＲＮＡ５２５；７５１：ｓｉＲＮＡ７５１；Ｂ：Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．Ｐ＜０．０５ｖｓ

ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓ；ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

２．２　稳定转染细胞的筛选　以Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００
为转染试剂稳定转染ｓｈＲＮＡ重组质粒，在一定范围
内，转染效率随转染剂用量增加而略有提高（图２），
其转染最高效率在９０％左右，在０．５μｌ／孔 Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染并用 Ｇ４１８抗性培养后获得细
胞株，荧光显微镜下观察Ａ４９８细胞的状态及结构无
特殊变化（图３）。

２．３　ＲＴＰＣＲ检测稳定转染细胞株ＣＸＣＲ４基因表
达水平　ＲＴＰＣＲ熔解曲线分析显示各组ＰＣＲ产
物的峰值比较集中（图４Ａ），说明所设计的引物有较
强的特异性；ＣＸＣＲ４干扰组较阴性对照组、转染空
载体对照组、空白对照组的ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ表达水
平明显下降，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图４Ｂ）。

２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测稳定转染细胞株ＣＸＣＲ４基
因蛋白表达水平　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹条带经扫描后计算
灰度值，结果显示ＣＸＣＲ４干扰组较阴性对照组、转
染空载体对照组、空白对照组的ＣＸＣＲ４蛋白表达水
平明显下降（图５），证实稳定沉默ＣＸＣＲ４表达的肾
癌Ａ４９８细胞株构建成功。

２．５　流式细胞仪检测细胞凋亡水平　结果（表１）显
示：ＣＸＣＲ４干扰组较阴性对照组、转染空载体对照
组、空白对照组的细胞凋亡率升高，差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）。

２．６　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室侵袭实验　结果（图６）显示：ＣＸ
ＣＲ４干扰组较阴性对照组、转染空载体对照组、空白
对照组的细胞体外侵袭能力降低，各组测得５４０ｎｍＤ
值分别为０．５２±０．０５、０．９４±０．０４、０．８８±０．０３、

０．９６±０．０８，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。



·１１０６　 · 第二军医大学学报　２０１１年１０月，第３２卷

图２　不同浓度转染剂下稳定转染Ａ４９８细胞效果

Ｆｉｇ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｓｔａｂｌｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００ｒｅａｇｅｎｔｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ．Ａ，Ｄ：０．１μｌｐｅｒｐｏｒｅ；Ｂ，Ｅ：０．２５μｌｐｅｒｐｏｒｅ；Ｃ，Ｆ：０．５μｌｐｅｒｐｏｒｅ．ＡＣ：Ｌｉｇｈｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｉｍａｇｅ；

ＤＦ：Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｉｍａｇｅ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４０

图３　稳定转染重组ｓｈＲＮＡ质粒的Ａ４９８细胞株

Ｆｉｇ３　Ａ４９８ｃｅｌｌｌｉｎｅｓｓｔａｂｌｙｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｓｈＲＮＡｐｌａｓｍｉｄ
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００ｒｅａｇｅｎｔｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ．Ａ：Ｌｉｇｈｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ；Ｂ：

Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

图４　ＲＴＰＣＲ熔解曲线（Ａ）及稳定转染

重组质粒Ａ４９８细胞ＣＸＣＲ４基因ｍＲＮＡ表达水平（Ｂ）

Ｆｉｇ４　ＲＴＰＣＲｍｅｌｔｃｕｒｖｅ（Ａ）ａｎｄＣＸＣＲ４ｇｅｎｅ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｉｎＡ４９８ｃｅｌｌｓｓｔａｂｌｙｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ

ｗｉｔｈｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ（Ｂ）

１：ＮｅｇａｔｉｖｅｓｈＲＮＡｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２：ＥｍｐｔｙｐＧＰＵ６／ＧＦＰ／Ｎｅｏ

ｐｌａｓｍｉｄｖｅｃｔｏｒｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；３：Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；４：ＣＸＣＲ４

ｓｈＲＮＡｇｒｏｕｐ．Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓ；ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

图５　稳定转染重组质粒Ａ４９８细胞ＣＸＣＲ４蛋白表达水平

Ｆｉｇ５　ＣＸＣＲ４ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＡ４９８ｃｅｌｌｓ

ｓｔａｂｌｙｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ
１：ＣＸＣＲ４ｓｈＲＮＡｇｒｏｕｐ；２：ＮｅｇａｔｉｖｅｓｈＲＮＡｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；３：

ＥｍｐｔｙｐＧＰＵ６／ＧＦＰ／Ｎｅｏｐｌａｓｍｉｄｖｅｃｔｏｒｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；４：Ｂｌａｎｋ

ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

表１　ＣＸＣＲ４基因表达降低对Ａ４９８细胞凋亡的影响

Ｔａｂ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＣＸＣＲ４ｇｅｎｅｄｅｐｌｅｔｉｏｎｏｎＡ４９８ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ

Ｇｒｏｕｐｓ
Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅ（％）

Ｅａｒｌｙｐｈａｓｅ Ｌａｔｅｐｈａｓｅ Ｔｏｔａｌ

Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ ３．６５±０．２１ ８．０６±０．４８ １１．７２±０．４７

Ｖｅｃｔｏｒｃｏｎｔｒｏｌ ３．５８±０．１６ ７．４１±０．３４ １０．９９±０．３８

Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ ４．５３±０．３２ ８．２８±０．５８ １２．８３±０．６９

ＣＸＣＲ４ｓｈＲＮＡ １７．７４±０．３１ １５．０１±０．２６ ３２．７６±０．３８

　Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓ；ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

图６　各组细胞侵袭能力的比较
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３　讨　论

　　ＣＸＣＲ４是肿瘤细胞中常见的趋化因子受体之
一，编码３５２个氨基酸且特异性结合趋化因子ＳＤＦ
１，在免疫组织化学研究中发现肾癌表达ＣＸＣＲ４的
水平明显高于癌旁正常肾脏组织［５］，还有学者报道
癌灶组织的 ＣＸＣＲ４表达水平与肾癌患者的淋巴
结、肝、肺转移、病理分级及临床 ＴＮＭ 分期等有一
定的相关联系［６］，提示高表达ＣＸＣＲ４的肾细胞癌与
肿瘤的高侵袭性有密切关系。我们在前期实验中发
现过表达ＣＸＣＲ４的 Ａ４９８细胞侵袭性明显强于正
常的Ａ４９８细胞，更进一步证实了ＣＸＣＲ４的表达水
平在肾癌肿瘤转移的过程中扮演重要的角色［７］。国
外学者报道 Ａ４９８细胞株的ＣＸＣＲ４表达水平高于

ＣＡＫＩ１、７８６０、ＫＴＣ２６等肾癌细胞株［８］，因此本实
验选择Ａ４９８细胞为研究对象建立稳定下调ＣＸＣＲ４
表达水平的细胞株。

　　由于ＲＮＡｉ具有高度的序列专一性和有效的干
扰，可以特异地将特定的基因沉默，从而获得基因功
能丧失或基因表达量降低，已成为功能基因组学的
一种强有力的研究工具［９］。大量实验表明，针对同
一靶基因的不同ｓｉＲＮＡ 序列具有不同的沉默效
率［１０］，为了能够运用ＲＮＡｉ技术更有效地沉默靶基
因，本实验构建了３条针对ＣＸＣＲ４的ｓｉＲＮＡ，并证
实均能不同程度地抑制肾癌 Ａ４９８细胞株ＣＸＣＲ４
ｍＲＮＡ表达水平，其中编号为５２５的ｓｉＲＮＡ抑制效
率最高，可将其序列用于后续基因功能的研究。对
于一个已知有效的ｓｉＲＮＡ序列，需要维持较长时间
的基因沉默时，常使用基于质粒载体的ｓｈＲＮＡ系
统［１１］。ｓｈＲＮＡ通过质粒载体导入细胞后，利用细
胞内的酶切机制得到ｓｉＲＮＡ而最终发挥ＲＮＡ干扰
作用。ｓｈＲＮＡ最大的优势是利用载体上的抗生素
标记可以建立相对稳定的长期基因沉默细胞株，或
通过病毒插入基因组中从而得到稳定的基因沉默表

达株［１２］。

　　本实验在体外证实了所设计合成的ＲＮＡ干扰
序列可有效地抑制肾癌 Ａ４９８细胞中ＣＸＣＲ４的转
录及蛋白表达，说明基于质粒载体的ｓｈＲＮＡ稳定
转染的Ａ４９８细胞株构建成功。实验中还发现转染

ＣＸＣＲ４ｓｈＲＮＡ重组质粒后的 Ａ４９８细胞凋亡率明
显升高，并且ＣＸＣＲ４ｓｈＲＮＡ能明显抑制 Ａ４９８细
胞的体外侵袭能力，提示 ＣＸＣＲ４正向调节肾癌

Ａ４９８细胞的增殖生长。我们前期研究发现ＣＸＣＲ４
在进行细胞核转位后其核内表达水平与肾癌转移及

侵袭能力密切相关［７］，但目前尚不清楚ＣＸＣＲ４转移
至细胞核具体激活了哪些蛋白或ＤＮＡ，因此本实验

所成功构建的稳定转染细胞株将为进一步研究ＣＸ
ＣＲ４细胞核内转移中信号转导的机制，以及应用

ＲＮＡｉ技术靶向治疗转移性肾癌等研究奠定了初步
的工作基础。
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