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检测细胞的周期改变情况#
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显多于对照组#且两组
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细胞出现
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阻滞)转染
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性对照组$
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通过转染
#
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特异性
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可以成功沉默

肾癌细胞株
%B$E@

的
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基因的表达#抑制肾癌细胞株
%B$E@

的增殖(侵袭能力#增加其对舒尼替尼的敏感性#为后续研究肾

癌治疗及靶向耐药奠定基础)
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%是肾脏最

常见的恶性疾病#在所有肾脏恶性疾病中约占

F"c

+

#

,

#近
&"c

的患者在诊断时已发生转移+

!

,

#而

转移性肾癌对放化疗具有高度的抵抗性#

D

年生存

率仅为
Dc

"

#Dc

+

&

,

)近年来以苹果酸舒尼替尼

$

;02-7-2-P

%为代表的新型小分子靶向药物极大改善

了晚期肾癌的治疗前景#其中位无进展生存期是接

受细胞因子治疗患者的
!

倍#总缓解率也明显提

高+

HED

,

)但目前仍有相当比重的患者无法获得临床

获益#且靶向药物并不能保持持久疗效#多数患者会

在治疗开始的
$

"

#D
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胞的增殖(分化及凋亡等进程中发挥重要作用+
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研究表明#
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&B6'QM

信号通路在肿瘤靶向耐药中

发挥了重要作用+
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#但国内外对于
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在肾癌中的

作用鲜见报道)本研究通过
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干扰技术沉默肾

癌
%B$E@

细胞株的
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基因#观察该过程是否对肾

癌细胞生物学特性以及舒尼替尼的敏感性产生影

响#为肾癌的治疗监测(预后以及靶向耐药方面提供

一定的理论依据)
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饱和湿度孵
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传代)收集处于对数生长期的
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干扰
#
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基因对肾癌
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细胞生物学特性的影响及对舒尼替尼的增敏作用

胞悬液#每孔用
!,W

含
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的新鲜培养液接种在
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复合物#轻轻混匀#

H

"

$S

后更换新鲜含
U_5

培养液)

#<H

!

[VEQN[

检测
#

&B,[>'

的表达
!

采用

V[AZ/3

法提取细胞总
[>'

#各组取等量
[>'

用反

转录试剂盒按说明书行反转录得
(?>'

#

[VEQN[

检测各组细胞
#

&B

基因的表达水平)

O

&B

引物序

列!上游
DbENVJJ'VVVVJJ'NVJJNVNJE

&b

*下游
DbEJJVJVVNNVJVN'J'NJN'V'E

&b

)

[VEQN[

条件!预变性
FDd&";

*

FDd#D;

(

$"d&";

#进行
H"

个循环)实验重复
H

次)

#<D

!

蛋白质印迹法检测
O

&B

蛋白的表达
!

分别取

阴性对照组(

;-[>'D&#

组(

;-[>'$DF

组和空白对

照组细胞#采用
[AQ'

裂解液提取细胞总蛋白#每孔

上样
!"

$

W

行
#"c5?5EQ'JX

分离#半干电转

Q=?U

膜#

Dc

脱脂奶粉室温封闭
!S

)一抗$

#k

D""

%

Hd

过夜#二抗室温温育
!S

#

XNW

显色#

\

线片

曝光#经显影定影处理后#使用凝胶成像系统检测各

组条带灰度值并定量)

#<$

!

NNMEB

法检测
%B$E@

细胞的增殖活性及对舒

尼替尼的敏感性
!

分别取对数生长期的阴性对照

组(

;-[>'D&#

组(

;-[>'$DF

组和空白对照组
%B$E

@

细胞#经胰酶消化后调整细胞密度为
#l#"

H

"

,W

#

以每孔
"<!,W

将细胞悬液加入
F$

孔培养板中)各

孔分别于转染后
#

(

!

(

&

(

H

(

D*

时加入
F"

$

W[Q6A

#$H"

培养液和
#"

$

WNNMEB

#培养箱中放置
#S

后

用酶标仪检测各孔在
HD"2,

处的光密度$

4

%值)

另取阴性对照组(

;-[>'D&#

组和
;-[>'$DF

组细

胞#每组再分别设置实验孔(不加舒尼替尼的对照孔

和只有培养液的空白孔*转染
!HS

后弃去原培养

液#各孔分别加浓度为
"<#

(

"<!

(

"<D

(

#<"

(

!<"

(

D<"

和
#"

$

,/3

"

,W

的舒尼替尼#每孔
!""

$

W

#继续培养

HBS

后以上述方法检测各孔
4

值)细胞存活率计

算公式!细胞存活率$

c

%

m

+

4

实验孔
h4

空白孔,"

+

4

对照孔
h4

空白孔,
l#""c

#并根据细胞存活率计算

其
AN

D"

值)

#<%

!

流式细胞仪检测
%B$E@

细胞周期
!

分别取阴

性对照组(

;-[>'D&#

组(

;-[>'$DF

组和空白对照

组
%B$E@

细胞#细胞转染
HBS

后用不含
X?V'

的胰

酶消化收集#冰冷
Q_5

清洗
!

次#预冷
%"c

乙醇固

定#

Hd

过夜)上机前离心去除乙醇#

Q_5

清洗
&

次#

#"",

R

"

W[>);+'&%d

消化
H",-2

*

D"

R

"

WQA

Hd

染色
#S

#流式细胞仪检测各组细胞
?>'

含量)

#<B

!

V1)2;]+33

小室侵袭实验检测细胞的侵袭能

力
!

分别取阴性对照组(

;-[>'D&#

组(

;-[>'$DF

组和空白对照组
%B$E@

细胞#在含
#"cU_5

的

[Q6A#$H"

培养液中培养至对数生长期#加入无血

清
[Q6A#$H"

培养液继续培养
!HS

)在预先铺有

基质胶的
V1)2;]+33

小室上室加入
#""

$

W

无血清

培养的
%B$E@

细胞$

#l#"

D

"

,W

%#下室加入含
#"c

U_5

的
[Q6A#$H"

培养液)

&%d

(

DcN@

!

培养箱

中孵育
!HS

后取出#

Q_5

冲洗
&

次#棉签轻轻拭去

微孔膜上层的细胞#

"<#c

结晶紫染色
&",-2

#倒置

显微镜下随机选取
$

个视野照相(计数细胞#取平

均数)

#<F

!

统计学处理
!

采用
5Q55!"<"

统计软件进行

分析#计量数据以
%

5j(

表示#组间比较采用单因素

方差分析)检验水准$

%

%为
"<"D

)

:

!

结
!

果

!<#

!

;-[>'

对各组细胞
#

&B,[>'

表达的影

响
!

结果$图
#

%表明#

;-[>'D&#

组和
;-[>'$DF

组

细胞
#

&B,[>'

的表达水平均下降#与对照组比较

差异有统计学意义$

3

$

"<"#

%#其中
;-[>'$DF

组

#

&B,[>'

表达下降更为明显)

图
4

!

转染
("@A,

后各组细胞
!

;B8@A,

的表达

5"

6

4

!

E99+/.39("@A,").+&9+&+)/+3)

!

;B

8@A,+K

L

&+(("3)")+$/G

6

&3'

L

""

3

$

"<"#:;(/271/3

R

1/0

O

;<,mD

#

%

5j(

-

#"B

-



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第二军医大学学报
!

!"#$

年
%

月#第
&%

卷

!<!

!

;-[>'

对各组细胞
O

&B

蛋白表达的影响
!

与

阴性对照组(空白对照组比较#

;-[>'D&#

组(

;-[>'$DF

组
O

&B

蛋白的表达水平明显下降#其中

;-[>'$DF

组
O

&B

蛋白表达下降更为明显$图
!

%#表

明合成的两条
;-[>'

均可抑制
O

&B

蛋白的表达)

图
:

!

转染
("@A,

后各组细胞
L

;B

蛋白的表达水平

5"

6

:

!

L

;B

L

&3.+")+K

L

&+(("3)")?B>CD/+FF(

.&$)(9+/.+*2".G("@A,")+$/G

6

&3'

L

!<&

!

;-[>'

对各组细胞增殖活性及舒尼替尼敏感

性的影响
!

结果$图
&

%显示#第
&

天开始#

;-[>'D&#

组(

;-[>'$DF

组
%B$E@

细胞的增殖开始受到抑制#

&

"

D*

内两组的增殖水平均低于空白对照组和阴性

对照组$

3

$

"<"D

#

3

$

"<"#

%*其中
;-[>'$DF

组受

到的增殖抑制作用更为明显#但两组比较差异无统

计学意义)

图
;

!

转染
("@A,

后各组细胞的增殖情况

5"

6

;

!

?B>CD/+FF

L

&3F"9+&$."3)*+.+/.+*-

1

JJ0CB$9.+&.&$)(9+/.+*2".G("@A,

"

3

$

"<"D

#

""

3

$

"<"#:;(/271/3

R

1/0

O

;<,mD

#

%

5j(

!!

同样使用
NNMEB

法检测各组细胞对舒尼替

尼的药物敏感性#结果$图
H

%发现#随着舒尼替尼

作用浓度的增加#

%B$E@

细胞的生存率逐渐降低#

;-[>'$DF

组下降更为明显#舒尼替尼浓度为

#<"

"

D<"

$

,/3

"

,W

时与阴性对照组相比差异有

统计学意义$

3

$

"<"D

%)阴性对照组舒尼替尼的

AN

D"

值为$

D<Hj"<!

%

$

,/3

"

,W

#

;-[>'D&#

组为

$

&<!j"<&

%

$

,/3

"

,W

#

;-[>'$DF

组$

#<Hj"<#

%

$

,/3

"

,W

#组间差异均有统计学意义$

3

$

"<"D

%)

图
<

!

转染
("@A,

后各组细胞对舒尼替尼

的药物敏感性比较

5"

6

<

!

J38

L

$&"(3)39*&'

6

(+)("."%"."+(-+.2++)

+K

L

+&"8+).$F

6

&3'

L

($)*/3).&3F

6

&3'

L

502-

!

502-7-2-P<

"

3

$

"<"D:;2+

R

)7-:+(/271/3

R

1/0

O

<,m&

#

%

5j(

!<H

!

;-[>'

对各组细胞周期的影响
!

流式细胞术

检测转染
;-[>'

后各组
%B$E@

细胞周期的变化#

;-[>'D&#

组(

;-[>'$DF

组
J

#

期细胞数量明显多

于阴性对照组和空白对照组#且两组
%B$E@

细胞出

现
J

"

"

J

#

阻滞#见图
D

)

图
=

!

!

;B

基因沉默对
?B>CD

细胞周期的影响

5"

6

=

!

E99+/.39

!

;B

6

+)+("F+)/")

6

3)

.G+?B>CD/+FF/

1

/F+")+$/G

6

&3'

L

'

!

_3)2̀ (/271/3

R

1/0

O

*

_

!

>+

R

)7-:+(/271/3

R

1/0

O

*

N

!

;-[>'D&#

R

1/0

O

*

?

!

;-[>'$DF

R

1/0

O

!<D

!

V1)2;]+33

小室侵袭实验结果
!

V1)2;]+33

小

室侵袭实验结果 $图
$

%显示#

;-[>'D&#

组(

;-[>'$DF

组细胞的侵袭能力明显低于阴性对照组

细胞#其中
;-[>'$DF

组细胞侵袭能力下降更为显

著)各组细胞
!HS

穿过微孔膜的细胞数分别为空

白对照组
BD<$!j%<D%

(阴性对照组
%$<!%jD<"B

(

;-[>'D&#

组
D$<H& j $<"!

(

;-[>'$DF

组

-

!"B

-
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第
%

期
<

陈俊明#等
<[>'

干扰
#

&B

基因对肾癌
%B$E@

细胞生物学特性的影响及对舒尼替尼的增敏作用

&H<""jB<#!

#

;-[>'D&#

组(

;-[>'$DF

组与空白对

照组和阴性对照组比较差异均有统计学意义$

3

$

"<"#

%)

图
>

!

转染
("@A,

后各组细胞的侵袭情况

5"

6

>

!

E99+/.39

!

;B("@A,3)?B>CD/+FF")%$("3)

$(*+.+&8")+*-

1

.&$)(2+FF$(($

1

(

'

!

_3)2̀ (/271/3

R

1/0

O

*

_

!

>+

R

)7-:+(/271/3

R

1/0

O

*

N

!

;-[>'D&#

R

1/0

O

*

?

!

;-[>'$DF

R

1/0

O

<@1-

R

-2)3,)

R

2-4-()7-/2

!

l!""

;

!

讨
!

论

O

&B6'QM

是丝氨酸"苏氨酸激酶高度相关的

蛋白激酶超家族#共有
H

个成员#分别是
O

&B

%

(

O

&B

&

(

O

&B

'

和
O

&B

(

+

F

,

#是细胞内重要的信号转导系

统之一#存在于大多数细胞内)

O

&B

活化环上的苏

氨酸和酪氨酸两个位点几乎在所有不良刺激的作用

下都会被
6'QM

激酶 $

6'Q -̀2);+ -̀2);+;

#

6MM;

%双磷酸化#从而被激活+

#"

,

)活化的
O

&B

家族

成员能通过磷酸化下游的蛋白激酶(转录因子及胞

质蛋白等底物调控肿瘤细胞做出各种不同的响应)

O

&B6'QM

信号通路与肿瘤细胞生长(增殖(运动及

靶向耐药等相关)

M-,

等+

##

,研究发现#在
TE[);

诱

导的细胞侵袭和转移中#抑制
O

&B6'QM

的活性可

以降低细胞的运动能力)

5/;;+

8

E'3)/0-

等+

#!

,通过

采用
[>'

干扰技术抑制
6-78&

基因的表达来降

低磷酸化
O

&B

表达#结果降低了
6?'E6_E!&#

细胞

的侵袭能力)

[0*)3;̀)

等+

B

,研究发现通过短发夹

[>'

干扰沉默
O

&B

"

'VU!

信号通路后#耐药肝癌小

鼠对索拉非尼的治疗敏感性增加#生存期延长*而质

粒活化转染
O

&B

使其过表达后#人肝癌细胞对索拉

非尼的敏感性降低)本研究发现#抑制
O

&B

的表达

可抑制肾癌
%B$E@

细胞的增殖和侵袭能力#对靶向

药物舒尼替尼的敏感性增加#表明肾癌细胞中
O

&B

的表达在肾癌细胞增殖(转移以及对靶向药物耐药

方面发挥着关键作用)

由于
[>'

干扰具有高度的序列专一性和有效

的干扰#可以特异地将特定基因沉默#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+

#&

,

#但针对同一靶基因的

不同
;-[>'

序列的沉默效率不同+

#H

,

)本研究构建

了
!

条针对
O

&B

的
;-[>'

#并将其转染至肾癌
%B$E@

细胞株#通过
[VEQN[

及蛋白质印迹法检测技术#

发现两条
;-[>'

均不同程度地抑制了该细胞株中

O

&B,[>'

及其蛋白的表达*其中
;-[>'$DF

组

O

&B,[>'

及蛋白表达水平下降更为明显#提示

;-[>'

高效转染可下调
#

&B

基因表达)

肿瘤细胞增殖和侵袭能力是恶性肿瘤进展的重

要生物学特征)本研究抑制
#

&B

基因表达后#采用

V1)2;]+33

小室法及
NNMEB

法分别检测细胞的侵袭

能力(增殖能力及其对靶向药物的敏感性#研究发

现#与阴性对照组和空白组比较#自
%!S

起

;-[>'D&#

组(

;-[>'$DF

组细胞的增殖均发生降

低#其中
;-[>'$DF

组细胞的增殖降低更明显#表明

#

&B

基因沉默可抑制肾癌
%B$E@

细胞增殖#提示

#

&B

基因在肾癌细胞生长(分化方面具有重要作用)

侵袭实验结果发现抑制
%B$E@

细胞
#

&B

基因表达

后#细胞侵袭能力明显受到抑制#且干扰效率越高#

细胞侵袭能力受抑制越明显)流式细胞术检测发

现#

#

&B

基因沉默可使
%B$E@

细胞阻滞于
J

"

"

J

#

期)

在舒尼替尼的药物敏感性实验中#

;-[>'D&#

组(

;-[>'$DF

组对舒尼替尼的敏感性增强#且
#

&B

基

因的干扰效率越高#肾癌
%B$E@

细胞株对舒尼替尼

的敏感性越强)研究表明虽然舒尼替尼对包括血管

上皮生长因子受体$

:);(03)1+2*/7S+3-)3

R

1/]7S

4)(7/11+(+

O

7/1

#

=XJU[

%

#

(

!

(

&

#血小板源性生长因

子受体$

O

3)7+3+7E*+1-:+*

R

1/]7S4)(7/11+(+

O

7/1

#

Q?JU[

%

%

(

&

和干细胞因子等血管形成有关生长因

子受体有抑制作用#但仍可能通过
O

&B6'QM

信号

通路使肾癌细胞增殖转移*或活化的
O

&B

可激活下

游
6XM

"

X[M

信号通路#导致肿瘤细胞的增殖(转

移以及对舒尼替尼的耐药作用)

综上所述#本研究初步证实了
O

&B

与肾癌细胞

的增殖(侵袭密切相关#干扰
O

&B

的表达可以增强肾

-

&"B

-
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细胞癌靶向药物治疗的敏感性)

O

&B6'QM

信号通

路在肾细胞癌耐药中具有重要作用)本研究为下一

步动物体内实验提供了理论及实验基础#为寻找晚

期肾癌患者靶向耐药新机制和增敏的分子靶点提供

了理论依据)
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