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　　［摘要］　目的　将表达ＣＸＣＲ４及增强型绿色荧光蛋白（ｅｎｈａｎｃｅｄｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＥＧＦＰ）ＣＸＣＲ４质粒转入肾

癌细胞Ａ４９８中，并建立稳定转染细胞株。方法　针对ＣＸＣＲ４基因构建稳定表达ＣＸＣＲ４质粒，应用脂质体转染技术将稳定
表达ＣＸＣＲ４及ＥＧＦＰＣＸＣＲ４质粒转入肾癌 Ａ４９８细胞中，经过 Ｇ４１８抗性筛选细胞株。通过共聚焦显微镜观察转染

ＥＧＦＰＣＸＣＲ４质粒的Ａ４９８细胞的表达情况。通过共聚焦显微镜观察ＥＧＦＰＣＸＣＲ４融合蛋白在 Ａ４９８经ＳＤＦ１刺激前后的

变换。通过蛋白质印迹法检测转染后ＣＸＣＲ４蛋白表达水平的变化，应用 ＭＴＴ法检测转染后的Ａ４９８细胞增殖能力水平，并

通过Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验观察稳定表达ＣＸＣＲ４的肾癌Ａ４９８细胞株侵袭能力的改变。结果　稳定表达ＣＸＣＲ４及ＥＧＦＰＣＸＣＲ４的
质粒构建后测序结果与ＣＸＣＲ４ＤＮＡ序列完全吻合。质粒转入Ａ４９８细胞后进行Ｇ４１８抗性筛选挑选出合适的细胞株。共聚

焦显微镜观察发现，转染ＥＧＦＰＣＸＣＲ４质粒的Ａ４９８细胞中胞膜及胞质中均有绿色荧光表达，经ＳＤＦ１刺激后ＥＧＦＰＣＸＣＲ４

向细胞内转移。蛋白质印迹法发现稳定转染ＣＸＣＲ４质粒的 Ａ４９８细胞的ＣＸＣＲ４表达水平高于正常 Ａ４９８细胞。第３天以

后，转染ｐｃＤＮＡＣＸＣＲ４及ｐＥＧＦＰＣＸＣＲ４质粒组的Ａ４９８细胞增殖水平率高于正常Ａ４９８细胞（Ｐ＜０．０１）。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验证

实稳定表达ＣＸＣＲ４的肾癌Ａ４９８细胞株侵袭能力与正常 Ａ４９８细胞株相比增强（Ｐ＜０．０１）。结论　成功地构建了ＣＸＣＲ４
稳定表达的肾癌Ａ４９８细胞株，转染后Ａ４９８细胞的增殖能力增强，侵袭能力增强，为后续实验奠定了基础。

　　［关键词］　肾肿瘤；Ａ４９８细胞ＣＸＣＲ４受体；绿色荧光蛋白质类；转染
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　　肾细胞癌是泌尿系统最常见的肿瘤之一，目前

对于肾细胞癌的发生、癌细胞增殖、转移等机制尚未

完全了解，临床上对于肾癌，尤其是转移性肾癌，缺

乏确实可靠的治疗手段，因此需要进一步探究肾癌

的发病机理，从新的领域来解释肾癌生长，细胞增

殖、存活、转移［１２］。基质细胞衍生因子（ＳＤＦ１）及其

受体ＣＸＣＲ４相互作用形成ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４生物轴，

该生物轴已经被证实在许多生理和病理过程中都发

挥了重要的作用［３］。研究发现ＳＤＦ１、ＣＸＣＲ４不仅

在肾癌细胞中高表达［４］，而且ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４与肾

癌细胞的增殖、存活、靶器官特异性转移等密切相

关［１２］。阻断ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４通路能够有效地抑制

肾癌的生长及转移，为治疗肾癌开辟了新途径。

　　我们前期研究［５］中发现Ａ４９８细胞在ＳＤＦ１刺

激下ＣＸＣＲ４出现核定位，并且发现ＣＸＣＲ４核定位

序列粗略确定在第９０～１７０氨基酸序列中［６］。临床

研究发现肾癌组织中ＳＤＦ１、ＣＸＣＲ４的高表达预示

预后较差［７］。我们的前期实验还发现ＣＸＣＲ４核定

位与肾癌转移有关［８］，本研究采用质粒转染技术高

表达肾癌细胞株 Ａ４９８细胞的ＣＸＣＲ４蛋白水平并

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　材料、试剂及设备　Ａ４９８细胞（ＡＴＣＣ公司），

ＭＥＭ培养基（Ｇｉｂｃｏ公司），胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ公司），

ＣＸＣＲ４兔抗人多抗（货号：ＡＢ１８４６，Ｃｈｅｍｉｃｏｎ公

司），ＳＤＦ１细胞因子（Ｒ＆Ｄ 公司），Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ

２０００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），ＢＤ 侵袭迁移小室（ＢＤ 公

司）。蛋白电泳及转染常规试剂由第二军医大学长

海医院中心实验室提供。共聚焦荧光显微镜：ＬＳＭ

５１０（ＣａｒｌＺｅｉｓｓ公司），生物分光光度计（ＢｉｏＲａｄ公

司），实验中常用设备由第二军医大学长海医院中心

实验室提供。ｐｃＤＮＡ３．１及ｐＥＧＰＦ质粒由第二军

医大学长海医院中心实验室蔡在龙主任惠赠。

１．２　Ａ４９８细胞株培养　Ａ４９８细胞株培养于含

１０％胎牛血清的 ＭＥＭ 培养液中，于３７℃、５％ＣＯ２

孵箱孵育，倒置显微镜观察其生长情况，按１３传

代，收集生长期细胞，胰酶消化，新鲜培养液制备细

胞悬液，倒置显微镜下进行活细胞计数。

１．３　引物合成　引物合成均由上海生工生物工程

技术服务有限公司根据ＣＸＣＲ４ＤＮＡ序列设计合

成。分别利用 ＨｉｎｄⅢ（ＡＡＧＣＴＴ）、ＢａｍＨⅠ，Ｂｇｌ

Ⅱ（ＧＧＡＴＣＣ）和 ＸｈｏｌⅠ（ＣＴＣＧＡＧ）位点设计引

物。ＥＧＦＰＣＸＣＲ４ 质粒引物：ＣＸＣＲ４ＥＵＰ，５′

ＡＧＣＴＴＡＡＴＧＧＡＧＧＧＧＡＴＣＡＧＴＡＴＡＴＡＣ

ＡＣＴ ＴＣＡ Ｇ３′。ＣＸＣＲ４ＸＤＮ，５′ＣＡＧ ＡＴＣ

ＴＧＡＧＣＴＧＧＡＧＴＧＡＡＡＡＣＴＴＧＡＡＧＡＣＴＣ

ＡＧＡ３′。ｐｃＤＮＡＣＸＣＲ４质粒引物：５′ＡＴＣＧＴＧ

ＡＡＧＣＴＴＡＴＧＧＡＧＧＧＧＡＴＣＡＧＴＡＴＡＴＡＣ

ＡＣＴ ＴＣＡ Ｇ３′，５′ＴＧＣ ＡＴＡ ＣＴＣ ＧＡＧ ＴＴＡ

ＧＣＴＧＧＡＧＴＧＡＡＡＡＣＴＴＧＡＡＧＡＣＴＣＡ３′。

１．４　质粒转染及 Ｇ４１８筛选　实验选取空白对照

组、空载体转染组，ｐｃＤＮＡＣＸＣＲ４质粒组以及ＥＧ

ＦＰＣＸＣＲ４质粒组进行Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００脂质体

瞬时转染。按Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００试剂盒说明书进

行转染操作，待细胞生长至８５％满视野时，２４孔板

每孔０．５μｇ质粒２．４μＬ脂质体。根据分级浓度梯

度法测出Ａ４９８细胞最低完全死亡的 Ｇ４１８浓度为

５００μｇ／ｍＬ。用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。

１．５　共聚焦显微镜观察　将稳定生长在玻片上的

稳定表达ＥＧＦＰＣＸＣＲ４质粒的 Ａ４９８细胞（实验组

加入ＳＤＦ１达到２００ｎｇ／ｍＬ浓度，培养箱中孵育２４

ｈ，对照组不加ＳＤＦ１刺激）经甘油封片后用共聚焦

显微镜观察。

１．６　蛋白质印迹法检测ＣＸＣＲ４蛋白表达　实验组

分为转染ｐｃＤＮＡＣＸＣＲ４质粒组、转染ｐｃＤＮＡ 空

白质粒组、转染 ｐＥＧＦＰＣＸＣＲ４ 质粒组、转染空

ｐＥＧＦＰ质粒组。采用 ＲＩＰＡ 细胞裂解液提取细胞

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，二抗室温温度２ｈ，ＥＣＬ显
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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。

１．７　ＭＴＴ法检测Ａ４９８细胞增殖水平分析 　实验

分５组，即转染ｐｃＤＮＡＣＸＣＲ４质粒组、转染ｐｃＤ

ＮＡ空白质粒组、转染ｐＥＧＦＰＣＸＣＲ４质粒组、转染

空ｐＥＧＦＰ质粒组、正常Ａ４９８细胞组。取对数生长

期Ａ４９８细胞，经胰酶消化后配成５×１０５／ｍＬ的细

胞悬液，每孔０．２ｍＬ细胞悬液加入９６孔培养板在

ＣＯ２孵箱（３７℃，５％ＣＯ２，饱和湿度）中培养３ｄ。每

孔加入２０μＬＭＴＴ母液（５ｍｇ／ｍＬ），继续培育３ｈ
后将培养基吸干去除上清，加２００μＬ二甲亚砜，振

动培育板，使得ｆｏｒｍａｚａｎ产物充分溶解。用酶标仪

读取测试孔在４９０ｎｍ处的光密度值。

１．８　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室侵袭实验检测细胞侵袭能

力　实验组分为正常 Ａ４９８ＳＤＦ１（－）组，正常

Ａ４９８ＳＤＦ１（＋）组，转染 ｐｃＤＮＡＣＸＣＲ４ 质 粒

Ａ４９８ＳＤＦ１（－）组以及转染ｐｃＤＮＡＣＸＣＲ４质粒

Ａ４９８ＳＤＦ１（＋）组。在含１０％胎牛血清的 ＭＥＭ
培养基中培养Ａ４９８细胞至对数生长期，加入无血清

ＭＥＭ培养基继续培养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），下室加入含有２０％胎牛血

清的 ＭＥＭ 培养基，ＳＤＦ１（＋）组下室加入ＳＤＦ１
至浓度２００ｎｇ／ｍＬ。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。

１．９　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计分析软件

进行单因素方差分析，计量数据以珚ｘ±ｓ表示，检验

水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　质粒构建　将已装入ＣＸＣＲ４序列的Ｔ载体

送上海生工生物工程技术有限公司测序，显示Ｔ载

体中ＣＸＣＲ４序列与ＣＸＣＲ４ＤＮＡ序列完全吻合。

２．２　共聚焦显微镜下观察稳定表达ＥＧＦＰＣＸＣＲ４
质粒的 Ａ４９８细胞　发现稳定表达 ＥＧＦＰＣＸＣＲ４
质粒的Ａ４９８细胞中胞膜及胞质内存在大量绿色荧

光，且稳定表达ＥＧＦＰＣＸＣＲ４质粒的 Ａ４９８细胞经

２００ｎｇ／ｍＬＳＤＦ１刺激２４ｈ后发现绿色荧光蛋白

向细胞质及细胞核聚集（图１Ａ、１Ｂ）。而稳定表达空

ＥＧＦＰ的Ａ４９８细胞在ＳＤＦ１刺激下荧光蛋白未见

明显改变（图１Ｃ、１Ｄ）。

图１　分别转染ＥＧＦＰＣＸＣＲ４质粒及ｐＥＧＦＰ质粒的Ａ４９８细胞在ＳＤＦ１刺激下细胞内荧光定位情况

Ｆｉｇ１　ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｉｎＡ４９８ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＥＧＦＰＣＸＣＲ４

ａｎｄｐＥＧＦＰｐｌａｓｍｉｄｓｗｉｔｈＳＤＦ１ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ

Ａ：ＳＤＦ１（－）；Ｂ：ＳＤＦ１（＋）；ＡａｎｄＢｓｈｏｗｅｄＥＧＦＰＣＸＣＲ４ｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄｔｏｎｕｃｌｅｕｓｕｎｄｅｒｃｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ
ａｆｔｅｒｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｂｙＳＤＦ１ｉｎＡ４９８ｃｅｌｌｓ．Ｃ：ＳＤＦ１（－）；Ｄ：ＳＤＦ１（＋）；ＣａｎｄＤｓｈｏｗｅｄＥＧＦＰｉｎＡ４９８ｃｅｌｌｓｕｎｄｅｒｃｏｎｆｏｃａｌ

ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙａｆｔｅｒｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｗｉｔｈＳＤＦ１．ＥＧＦＰ：Ｅｎｈａｎｃｅｄｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ

２．３　 蛋白质免疫印迹法检测 ＣＸＣＲ４ 蛋白表

达　实验发现，转染ｐｃＤＮＡＣＸＣＲ４质粒的 Ａ４９８
细胞的ＣＸＣＲ４蛋白表达量高于正常Ａ４９８细胞（图

２）。转染ｐＥＧＦＰＣＸＣＲ４质粒的 Ａ４９８细胞表达

ＥＧＦＰＣＸＣＲ４融合蛋白。

２．４　ＭＴＴ方法检测 Ａ４９８细胞增殖水平　结果

（图３）显示，转染ｐｃＤＮＡＣＸＣＲ４及ｐＥＧＦＰＣＸＣＲ４
质粒的Ａ４９８细胞组增殖水平相对于空白对照组提

高，从第３天开始差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。

２．５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室侵袭实验结果　图４显示，转

染ｐｃＤＮＡＣＸＣＲ４质粒Ａ４９８组细胞侵袭能力较未

转染ｐｃＤＮＡＣＸＣＲ４质粒Ａ４９８组升高。同时发现
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加入ＳＤＦ１刺激后Ａ４９８细胞的侵袭能力提高。正

常Ａ４９８ＳＤＦ１（－）组、正常Ａ４９８ＳＤＦ１（＋）组，转

染ｐｃＤＮＡＣＸＣＲ４质粒Ａ４９８ＳＤＦ１（－）组以及转

染ｐｃＤＮＡＣＸＣＲ４质粒 Ａ４９８ＳＤＦ１（＋）组的Ｄ５４０
值分别为０．４２±０．０３、０．６９±０．０３、０．５６±０．０４、

０．７５±０．０４，组间差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１，

ｎ＝９）。

图２　分别转染ｐｃＤＮＡＣＸＣＲ４及ｐＥＧＦＰＣＸＣＲ４

质粒的Ａ４９８细胞表达ＣＸＣＲ４融合蛋白的情况

Ｆｉｇ２　ＣＸＣＲ４ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＡ４９８ｃｅｌｌｓｓｔａｂｌｙ

ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｐｃＤＮＡＣＸＣＲ４ｏｒｐＥＧＦＰＣＸＣＲ４ｐｌａｓｍｉｄ

ＥＧＦＰ：Ｅｎｈａｎｃｅｄｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ

图３　ＭＴＴ法检测Ａ４９８细胞增殖情况

Ｆｉｇ３　Ａ４９８ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＭＴＴ

ＥＧＦＰ：Ｅｎｈａｎｃｅｄｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ．Ｐ＜０．０１ｖｓ

ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４生物轴是指由趋化因子基质细

胞衍生因子１与其特异性受体ＣＸＣＲ４相互作用而

构成的一个与细胞间信息传递、细胞迁移有密切关

系的偶联分子对，其实质在于 ＣＸＣＲ４对其配体

ＳＤＦ１的高度亲和力和绝对特异性，即ＣＸＣＲ４作为

ＳＤＦ１的专属受体（ｓｐｅｃｉｆｉｃｒｅｃｅｐｔｏｒ）而存在［９］。

ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４生物轴作为重要的趋化因子对，已

被证实在肾癌的生长、侵袭、特异性靶器官转移等方

面起着重要的作用［１，１０］。ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４生物轴已

被认为是治疗肾癌很有潜力的一个靶点［２］。

图４　各组细胞侵袭能力的比较

Ｆｉｇ４　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎ

ａｂｉｌｉｔｉｅｓａｍｏｎｇｔｈｅｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓ
Ｐ＜０．０１．ｎ＝９，珚ｘ±ｓ

　　我们课题组对ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４与肾细胞癌之间

的关系进行了大量的研究，发现：ＣＸＣＲ４在肾癌细

胞大量表达与预后较差相关［７］，阻断ＣＸＣＲ４可以明

显减少肾癌的生长、侵袭能力［１１］，并进一步发现

ＣＸＣＲ４在ＳＤＦ１刺激下转入细胞核内［５，８］，而且初

步分析出ＣＸＣＲ４的核定位序列［６］。因此本研究构

建两种ＣＸＣＲ４高表达的细胞株，以期为以后进一

步实验打下基础。

　　蛋白质印迹法检测发现，转染ｐＥＧＦＰＣＸＣＲ４
的Ａ４９８细胞有融合蛋白的表达。且通过共聚焦显

微镜下观察以及ＳＤＦ１刺激后ＥＧＦＰＣＸＣＲ４融合

蛋白的核定位可以基本确定构建的ＥＧＦＰＣＸＣＲ４
稳定表达的 Ａ４９８细胞株成功，而且其融合蛋白具

有活性。ＣＸＣＲ４作为趋化因子的一种，属于Ｇ蛋白

偶联受体。本实验将ＥＧＦＰ蛋白设计在ＣＸＣＲ４膜

内侧，防止干扰ＳＤＦ１与ＣＸＣＲ４结合。从图１结

果来看，ＳＤＦ１刺激后ＥＧＦＰＣＸＣＲ４融合蛋白具有

生物活性，表明设计成功。但由于设计在 ＣＸＣＲ４
跨膜融合蛋白的细胞内侧，是否会因为ＥＧＦＰ蛋白

而影响ＣＸＣＲ４在细胞内的其他一些功能，这还需

要实验验证。

　　蛋白质印迹法检测显示，稳定表达ｐｃＤＮＡＣＸ

ＣＲ４的 Ａ４９８细胞中ＣＸＣＲ４蛋白表达量有提高。

ＭＴＴ法结果表明，转染ｐｃＤＮＡＣＸＣＲ４及ｐＥＧＦＰ

ＣＸＣＲ４质粒的 Ａ４９８细胞增殖能力高于对照组

Ａ４９８细胞。而且 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室侵袭实验也从另
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一个角度证实：ｐｃＤＮＡＣＸＣＲ４质粒表达的 ＣＸ

ＣＲ４蛋白具有生物学活性。高表达ＣＸＣＲ４蛋白的

肾癌细胞侵袭能力增强。这也说明所构建的ｐｃＤ

ＮＡＣＸＣＲ４稳定表达Ａ４９８细胞株是成功的。

　　我们前期实验发现：ＣＸＣＲ４在ＳＤＦ１刺激下

进入核内［５，８］，但具体信号通路还不明确。我们通过

生物信息学、蛋白质免疫共沉淀等技术推测出可能

与ＣＸＣＲ４结合的蛋白１２］。因此本实验所成功构建

的两种稳定表达ＣＸＣＲ４蛋白的 Ａ４９８细胞株将为

进一步研究ＣＸＣＲ４细胞核内转移中信号转导的机

制奠定初步的工作基础。
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